









Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades Dr. med. 
 
an der Medizinischen Fakultät  




eingereicht von Anne Stephanie Wagner, geb. Meisner 
 
geboren am 6. Mai 1987 in Berlin-Köpenick 
 
angefertigt an der Universität Leipzig am Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie und 
Toxikologie 
 
Betreuer: Prof. Dr. med. Michael Schaefer  
Mitbetreuung: PD Dr. rer. nat. Kerstin Hill 
 








Inhaltsverzeichnis ....................................................................................................................... 1 
Abkürzungsverzeichnis .............................................................................................................. 3 
1 Einführung .......................................................................................................................... 5 
1.1 Die Familie der TRP-Ionenkanäle .................................................................................... 5 
1.2 Die TRPV-Subfamilie ...................................................................................................... 8 
1.3 TRPV2 .............................................................................................................................. 8 
1.4 TRPV3 ............................................................................................................................ 12 
1.5 TRPV4 ............................................................................................................................ 15 
2 Aufgabenstellung ............................................................................................................. 20 
3 Material und Methoden .................................................................................................... 21 
2.1 Zellkultur ........................................................................................................................ 21 
2.2 Laser-Scanning-Mikroskopie ......................................................................................... 22 
2.3 Ca2+ -Assays ................................................................................................................... 22 
2.4 Spectrum Collection ....................................................................................................... 26 
4 Ergebnisse ........................................................................................................................ 28 
3.1 Subzelluläre Lokalisation von TRPV2, TRPV3 und TRPV4 ........................................ 28 
3.2 Funktionelle Expression ................................................................................................. 29 
3.3 Screening der Spectrum Collection ................................................................................ 31 
3.4 Alverincitrat ................................................................................................................... 36 
3.5 Valdecoxib ..................................................................................................................... 39 
3.6 Maprotilin ....................................................................................................................... 44 
5 Diskussion ........................................................................................................................ 48 
4.1 TRPV4 ............................................................................................................................ 48 





4.3 TRPV3 ............................................................................................................................ 55 
4.4 Ausblick ......................................................................................................................... 59 
6 Zusammenfassung der Arbeit ........................................................................................... 61 
7 Literaturverzeichnis .......................................................................................................... 66 
8 Curriculum vitae .........................................................Fehler! Textmarke nicht definiert. 
9 Erklärung über die eigenständige Abfassung der Arbeit.................................................. 79 











CFP cyan fluorescent protein, grün fluoreszierendes Protein 
COX-2 Cyclooxygenase-2 
DMD Muskeldystrophie Duchenne 
EC50 mittlere effektive Konzentration 
EGFR epidermal growth factor receptor  
ER endoplasmatisches Retikulum 
GSK1016790A TRPV4-Agonist hergestellt von GlaxoSmithKline 
HEK293 human embryonic kidney 293 cells, humane embryonale Nierenzelllinie 
IC50 mittlere inhibitorische Konzentration 
IGF-1 insulin-like growth factor 1, Insulinähnlicher Wachstumsfaktor 
IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat 
LSM Laser-Scanning-Mikroskopie 
mdx murine X-chromosomale Dystrophie, Tiermodel der DMD  
PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat 
SD standard deviation, Standardabweichung 
TGF-α transforming growth factor  





TRPA Ankyrin-Unterfamilie der TRP-Ionenkanäle 
TRPC klassische Unterfamilie der TRP-Ionenkanäle 
TRPM Melastatin-Unterfamilie der TRP-Ionenkanäle 
TRPP Polycystin-Unterfamilie der TRP-Ionenkanäle 
TRPV Vanilloid-Rezeptor-Unterfamilie der TRP-Ionenkanäle 








Durch ihre nahezu ubiquitäre Expression und ihre Beteiligung an mannigfaltigen 
physiologischen Prozessen sind TRP-Ionenkanäle nicht nur als pharmakologische 
Zielstrukturen interessant, sondern ihre Modulation eröffnet auch die Möglichkeit, neue 
Erkenntnisse über unterschiedlichste (patho)physiologische Vorgänge zu erlangen. (Moqrich 
2005) 
 
1.1 Die Familie der TRP-Ionenkanäle 
TRP-Ionenkanäle wurden erstmals im Rahmen von Untersuchungen zur Phototransduktion in 
Drosophila melanogaster beschrieben. Hierbei fiel auf, dass Mutanten auf langanhaltende 
Lichtreize untypischerweise mit einem nur transienten Rezeptorpotenzial reagierten, welches 
nicht durch Veränderungen im Rhodopsin selbst erklärt werden konnte und später mit 
Mutationen im trp-Gen in Zusammenhang gebracht wurde. (Minke 1977, Montell 1985)  
Mittlerweile sind bei Säugetieren 28 TRP-Kanalproteine vorwiegend über Sequenzüber-
einstimmungen identifiziert worden. Innerhalb dieser Superfamilie erfolgte eine 
Untergliederung in die folgenden sechs Subfamilien (vgl. Abb. 1): klassische Unterfamilie 
(TRPC), Vanilloid-Rezeptor-Unterfamilie (TRPV), Melastatin-Unterfamilie (TRPM), 
ANKTM1-Unterfamilie (TRPA), Mucolipin-Unterfamilie (TRPML) und Polycystin-
Unterfamilie (TRPP). Die Sequenzübereinstimmung innerhalb der TRP-Ionenkanalfamilie 
beträgt durchschnittlich 35%. (Nilius 2011) 
Die Expression von TRP-Kanälen erfolgt nahezu ubiquitär. TRP-Ionenkanäle besitzen 
verschiedenste Funktionen, wobei sie häufig an sensorischen Prozessen beteiligt sind. Bis auf 
einige Ausnahmen handelt es sich bei den meisten Mitgliedern der TRP-Kanalfamilie um 








Abb. 1: Stammbaum der Säuger-TRP-Ionenkanalfamilie. Darstellung der evolutio-
nären Distanz durch Länge der Äste in point accepted mutations (PAM units) als durch-
schnittliche Anzahl der Substituenten pro 100 Aminosäuren, entnommen aus Clapham 
2003.  
 
TRP-Ionenkanäle sind homo- oder heterotetramere Komplexe, deren Monomere jeweils 
6 Transmembransegmente (S1-S6) aufweisen. An der Kanalpore ist die Schleife zwischen 
S5-S6 beteiligt (Abb. 2A-B). Sowohl der N- als auch der C-Terminus sind intrazellulär 
lokalisiert.  
Der Selektivitätsfilter wird durch die Schleife zwischen S5 und S6 gebildet. Er ist ebenso wie 
das zytoplamatische Ende von S6 am Gating beteiligt. Über S1-S4 erfolgt eine Veränderung 
der Leitfähigkeit (Gating) nach Ligandenbindung. Die Art und Anzahl zytoplasmatischer 
Domänen variiert stark zwischen den einzelnen Subfamilien. So verfügen die TRPV- und 
TRPC-Ionenkanäle im Gegensatz zu anderen Subfamilien über N-terminal gelegene Ankyrin-
Repeats, eine TRP-Box sowie bis zu 20 PDZ-Domänen; welche eine Interaktion mit anderen 





Interaktion der Untereinheiten und der Regulierung der Ionendurchlässigkeit (Gating) beteiligt. 
(Clapham 2003, Wu 2010) 
 
 
Abb. 2: Topologie der Transmembrandomänen und Quartärstruktur von TRP-
Ionenkanälen. (A) Schematische Darstellung der Struktur des Ratten TRPV2 als Dimer 
aus jeweils sechs Transmembrandomänen (S1-S6), einer Ankyrin-Repeat-Domain (ARD) 
und einer TRP-Box C-terminal. (B) Dargestellt sind zwei Untereinheiten als Überlagerung 
von Kryo-EM-Darstellung und Bändermodell. Die Pore (P) wird durch die Transmem-
brandomänen (S5-S6) gebildet. Die Grafik ist entnommen aus Huynh 2016.  
 
TRP-Ionenkanäle können auf verschiedene Stimuli reagieren: Eine Aktivierung kann durch 
Liganden, wie z.B. Naturstoffe (Capsaicin) oder endogene Lipide (Arachidonsäurederivate) 
sowie sekundäre Botenstoffe (Diacylglycerin) erfolgen. (Caterina 1997, Watanabe, Vriens, 
Prenen 2003) Des Weiteren können auch physikalische und chemische Stimuli, wie Hitze oder 
Hypoosmolarität eine direkte Aktivierung herbeiführen. (Ramsey 2006) 
Die intrazelluläre Calciumionenkonzentration und Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) 
haben, wie bei vielen anderen Ionenkanälen, ebenfalls einen modulierenden Einfluss auf ihre 






1.2 Die TRPV-Subfamilie  
Die TRPV-Subfamilie umfasst die sechs Mitglieder TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPV5 
und TRPV6. Die Bezeichnung „Vanilloid“ geht dabei auf den zuerst entdeckten, durch 
Vanilloide aktivierbaren TRPV1 zurück. Ausgehend von Funktionsähnlichkeiten, 
Sequenzübereinstimmungen und der Ionenselektivität wird häufig eine weitere Unterteilung der 
TRPV-Kanäle in TRPV1-4 und TRPV5-6 vorgenommen. (Wu 2010) 
TRPV5 und V6 weisen unter den TRP-Ionenkanälen die höchste Calciumionenselektivität auf, 
sind v.a. im Darm- und Nierenepithel exprimiert und dort entscheidend an der 
Calciumresorption beteiligt. (Clapham 2003) 
Im Gegensatz zu TRPV5 und TRPV6 weisen TRPV1-TRPV4 eine temperaturabhängige 
Aktivierbarkeit auf und werden deshalb den thermosensitiven TRP-Kanälen zugerechnet. 
(Latorre 2007) 
TRPV1 wird u.a. durch Hitze (>43°C), niedrige pH-Werte sowie Vanilloide, wie z.B. Capsaicin 
aktiviert. (Caterina 1997, Jordt 2000) Eine starke Expression wurde in nozizeptiven Fasern und 
Ganglien nachgewiesen. (Helliwell 1998) Die TRPV1-defiziente Maus zeigte im Vergleich 
zum Wildtyp geringer ausgeprägte thermalinduzierte Hyperalgesien. Eine pharmakologische 
Antagonisierung von TRPV1 führt zu einem Anstieg der Körpertemperatur, was eine 
Beteiligung dieses Ionenkanals an der Thermorezeption und der Thermoregulation vermuten 
lässt. (Gavva 2008) Des Weiteren ist eine Hochregulierung von TRPV1 in verschiedenen 
inflammatorischen Zuständen beschrieben. (Matsumoto 2014, Kelly 2015) 
 
1.3 TRPV2 
Bei TRPV2 handelt es sich um einen Kationen-leitenden Ionenkanal, mit einer etwas höheren 
Permeabilität für divalente Kationen gegenüber Monovalenten (Ca2+> Mg2+>NA+=K+=Cs+). Es 
besteht eine circa dreifach höhere Leitfähigkeit für Calciumionen gegenüber Natriumionen. 
(Caterina 1999) Unter Ruhebedingungen ist die Mehrzahl der Kanalproteine in intrazellulären 
Kompartimenten lokalisiert. Erst eine Stimulation der Zelle durch Veränderungen in der 
Membranspannung oder die Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase führt zur 
Translokation der Ionenkanäle zur Plasmamembran. (Kojima 2014) Die subzelluläre 
Lokalisation scheint zelltypabhängig zu sein: Während die TRPV2-Kanalproteine nach 





in transfizierten HEK293-Zellen vorwiegend in der Plasmamembran detektiert. (Kanzaki 1999, 
Hellwig 2005) 
Die Sequenzübereinstimmung zu TRPV1 beträgt circa 50%. (Caterina 1999) Des Weiteren ist 
sowohl eine Kolokalisation in den Spinalganglien als auch die Bildung von Heterotetrameren 
aus TRPV1 und TRPV2 beschrieben. (Hellwig 2005, Rutter 2005) 
 
Expression und physiologische Relevanz 
TRPV2 ist in einer Vielzahl von Geweben exprimiert, u.a. im zentralen und peripheren 
Nervensystem, in der Lunge, in endokrinen und immunologischen Zellen und Organen sowie 
im Gastrointestinal- und Urogenitaltrakt. (Wu 2010) Innerhalb des Zentralen Nervensystems 
(ZNS) ist TRPV2 deutlich in den hypothalamischen Regionen nachzuweisen, welche an der 
Osmoregulation beteiligt sind. (Nedungadi 2012) Die dortige Expression und eine in vitro 
Aktivierbarkeit durch hypotone Lösungen legen nahe, dass der Ionenkanal als Osmosensor 
fungiert. (Sinke 2011) Eine Beteiligung von TRPV2 an der Nozizeption wird durch den 
Nachweis dieser Kanalproteine in Spinalganglien (Lewinter 2004), Trigeminalganglien 
(Ichikawa 2004) sowie vagalen Ganglien (Sato 2014) gestützt. Darüber hinaus ist eine 
inflammationsgetriggerte Verstärkung der TRPV2-Expression in lumbalen Spinalganglien 
beschrieben. (Shimosato 2005) Auch wenn die Temperaturaktivierbarkeit von TRPV2-
Ionenkanälen eine Beteiligung an der Thermozeption vermuten lässt, konnte diese bisher nicht 
bestätigt werden. Die TRPV2-Knockout-Mäuse unterschieden sich in ihren Reaktionen auf 
thermische Reize nicht von Wildtypmäusen. (Park 2011, Perálvarez-Marín 2013) 
Innerhalb des Gastrointestinaltrakts sind TRPV2-Ionenkanäle v.a. in der Tunica muscularis, im 
Plexus myentericus sowie in den, die einzelnen Darmabschnitte versorgenden, spinalen und 
vagalen Ganglien exprimiert. Eine besonders hohe TRPV2-Immunoreaktivität wurde in den 
enteralen inhibitorischen Motorneuronen detektiert. Die physiologische Relevanz von TRPV2-
Ionenkanälen in diesem Organsystem ist noch weitgehend ungeklärt. (Holzer 2011) TRPV2 
scheint jedoch einen Einfluss auf die Motilität des Gastrointestinaltrakts zu haben. So reduzierte 
die Applikation von TRPV2-Agonisten NO-abhängig die Darmpassagezeit in Mäusen. (Mihara 
2010)  
Auch innerhalb des endokrinen Systems ist die Expression von TRPV2-Kanalproteinen 





Betazellen des Pankreas (Kojima 2014). In letzteren korrelierte eine Inhibierung von TRPV2 
mit einer verringerten Glucose-induzierten Insulinsekretion. (Hisanaga 2008)  
Daneben zeigen eine Vielzahl von Immunzellen und hämatopoetischen Stammzellen eine hohe 
TRPV2-Expression. Der Ionenkanal ist sowohl für die Funktion des angeborenen als auch des 
erworbenen Immunsystems von Bedeutung und beispielsweise involviert in die Migration und 
Phagozytoseaktivität von Makrophagen. (Santoni 2013) Auch auf die Differenzierung von 
Osteoklasten scheint TRPV2 einen Einfluss zu haben. (Lieben 2012) 
Wie die Mehrzahl der TRP-Ionenkanälen ist auch TRPV2 stark in Epithelien exprimiert, wie in 
der Mukosa des oberen Verdauungstrakts (Shimohira 2009) und im Urothel (Caprodossi 2008). 
Sowohl TRPV2 als auch TRPV4 konnten darüber hinaus in Nervenfasern und in glatten 
Muskelzellen der Blase nachgewiesen werden. (Andersson 2010, Everaerts 2008) Während zur 
Funktion von TRPV4 innerhalb dieses Organs einige Hypothesen bestehen, bleibt die Rolle von 
TRPV2 noch weitestgehend unklar. (Andersson 2010) 
TRPV2-Kanalproteine wurden zudem in der glatten Gefäßmuskulatur sowie in Kardiomyo-
zyten detektiert. (Fantozzi 2003) Möglicherweise fungiert dieser Ionenkanal wie auch TRPV4 
als endothelialer Mechanosensor und registriert endovaskulären Scherstress. (Iwata 2003, 
Robbins 2013) TRPV2 ist sowohl an der Regulierung des Gefäßtonuses als auch der 
Kontraktilität von Herzmuskelzellen beteiligt, woraus ein additiver Effekt auf den Blutdruck 
resultiert. (Dietrich 2006, Koch 2012, Kojima 2014) 
In einigen Neoplasien wurde eine Überexpression von TRPV2 beobachtet, wie z.B. in 
Urothelcaricinomen (Caprodossi 2008) und Prostatacarcinomen (Monet 2010). Ebenso wurde 
aber auch eine verminderte TRPV2-Expression mit Malignomen, wie beispielsweise Gliomen, 
sowie deren Malignitätsgrad in Verbindung gebracht. (Nabissi 2010) 
 
TRPV2-defiziente Mäuse 
Die 2011 von Park et al. erstmals generierte TRPV2 Knockout-Maus wies unerwarteter Weise 
keine Veränderungen in der Nozi- oder Thermozeption auf. Es wurde lediglich ein verringertes 
Körpergewicht sowie eine erhöhte perinatale Sterblichkeit beobachtet. (Park 2011) Darüber 
hinaus wurde für die TRPV2-Knockout-Maus eine erhöhte Vulnerabilität für bakterielle 
Infektionen beschrieben, welche konsistent ist mit dem oben erwähnten Einfluss des 





Knock-down auf zellulärer Ebene mittels shRNA zu einer reduzierten, Glucose-induzierten 
Insulinsekretion führt. (Hisanaga 2008) 
 
Aktivierung und pharmakologische Modulation 
Temperaturen über 52°C führen zu einer direkten Aktivierung von TRPV2-Ionenkanälen. 
(Caterina 1999) In Bezug auf die Ligandenaktivierung fällt auf, dass diese meist eine 
Speziesabhängigkeit aufweisen. Einige Cannabinoide erhöhen die Offenwahrscheinlichkeit 
muriner und humaner TRPV2-Ionenkanäle. Es bestehen jedoch Unterschiede bezüglich der 
Potenz. So weist die Substanz Cannabidiol mit ~4 µM eine geringere EC50 auf als das 
psychoaktive Tetrahydrocannabinol (THC) mit ~14 µM oder Cannabinol mit ~78 µM. (Qin 
2008) Auch das Urikosurikum Probenecid aktiviert murine TRPV2-Kanäle. (Bang 2007, 
Vriens 2009) 
2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) wurde initial als IP3-Rezeptorblocker beschrieben. 
(Peppiatt 2003) Mittlerweile ist darüber hinaus ein modulierender Einfluss auf einige 
Mitglieder der TRP-Ionenkanalfamilie bekannt: So werden TRPC6 und TRPM8 blockiert, 
aktiviert hingegen werden TRPV1 (EC50~114 µM), TRPV2 (EC50~129 µM) und TRPV3 
(EC50~34 µM). (Hu 2004) Für die Aktivierung von TRPV2 durch 2-APB bestehen 
speziesabhängige Potenzunterschiede. 2-APB zeigte sich als potenter Aktivator für murine 
TRPV2-Ionenkanäle, während der humane TRPV2 fast komplett insensitiv zu sein scheint. (Hu 
2004, Juvin 2007) 
Der Mechanismus der 2-APB-vermittelten TRPV2-Aktivierung ist noch weitgehend ungeklärt. 
Jedoch spricht einiges für eine extrazelluläre Wirkung der Substanz: Beispielsweise konnten 
die erwarteten aktivierenden und blockierenden Effekte bei Patch-Clamp-Messungen in der 
Inside-Out-Konfiguration nicht reproduziert werden. (Colton 2007) 
Im Zellmodell ist die funktionelle Aktivierung von TRPV2-Ionenkanälen über eine 
Translokation der Kanalproteine aus den intrazellulären Kompartimenten in die 
Plasmamembran beschrieben. Dieses kann durch verschiedene Wachstumsfaktoren (wie IGF-I) 
mittels Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase initiiert werden. (Kanzaki 1999) 
Es sind einige unspezifische Blocker für TRPV2 bekannt, wie beispielsweise Ruthenium Rot, 
welches alle TRPV-Ionenkanäle inhibiert (Hu 2004). Des Weiteren ist ein blockierenden Effekt 






chlorid (SKF96365) (Juvin 2007) beschrieben. Tranilast als weiteren Inhibitor fehlt es ebenfalls 
an Spezifität. (Hisanaga 2008) Somit ist zum momentanen Zeitpunkt für TRPV2 kein 
spezifischer Aktivator bzw. Blocker bekannt. (Schaefer 2014) 
 
1.4 TRPV3 
TRPV3-Ionenkanäle sind unselektiv permeabel für Kationen, weisen aber eine zehnfach höhere 
Leitfähigkeit für Calciumionen gegenüber Natriumionen auf. (Xu 2002, Clapham 2003) In 
transfizierten HEK293-Zellen ist das Kanalprotein vorwiegend in der Plasmamembran 
lokalisiert. Nur ein geringer Anteil wurde im endoplasmatischen Retikulum detektiert. (Hellwig 
2005) Es besteht eine Sequenzübereinstimmung von 40% zu TRPV1. (Vriens 2009) Des 
Weiteren ist eine Koexpression von TRPV1 und TRPV3 in sensorischen Neuronen 
beschrieben. (Smith 2002) Zur Bildung von Heterotetrameren aus den Untereinheiten dieser 
beiden Kanalproteine liegen unterschiedliche Ergebnisse vor. (Smith 2002, Hellwig 2005) Die 
kryoelektronenmikroskopische Struktur für die Spezies Maus verfügbar. (Singh 2018) 
 
Expression und physiologische Relevanz 
TRPV3-Ionenkanälen sind in unterschiedlich starker Ausprägung in einer Vielzahl von 
Geweben exprimiert, so z.B. im ZNS, im Atem- und Verdauungstrakt sowie im Hoden und in 
der Plazenta. (Peier 2002, Smith 2002, Xu 2002) Als Hauptlokalisationen lassen sich jedoch 
Haut, Mundhöhle und Verdauungstrakt herausstellen. Mittels in-situ-Hybridisierung und 
Immunhistochemie wurde sowohl in den Keratinozyten der Epidermis als auch in den 
Haarfolikeln der Dermis eine deutliche TRPV3-Expression nachgewiesen. (Peier 2002) 
Innerhalb der Epidermis nimmt die Expressionsstärke mit voranschreitendem 
Keratinisierungsgrad ab. (Xu 2006) Des Weiteren weisen die Muskel- und Schleimhautzellen, 
jedoch nicht die sensorischen Afferenzen, von Magen, Dünndarm und distalem Colon 
TRPV3 mRNA auf. (Zhang 2004, Ueda 2009, Yang 2014) 
In humanen Spinalganglien konnte zwar eine Expression von TRPV3-Ionenkanälen, jedoch 
keine TRPV3-typische Aktivität, nachgewiesen werden. (Smith 2002) Es gibt Anhaltspunkte, 
dass TRPV3-Ionenkanälen sensorische Afferenzen indirekt über eine Mediatorfreisetzung aus 





ATP-Freisetzung aus Keratinozyten beobachtet, welche durch ein TRPV3 Knockout eliminiert 
werden konnte, und zu einer Aktivierung von Purinorezeptoren in den Hinterwurzelganglien 
führte. (Mandadi 2009, Huang 2008)  
Über die Beteiligung von TRPV3-Ionenkanälen an der Thermozeption liegen widersprüchliche 
Ergebnisse vor, welche sich vorwiegend auf Knockout-Maus-Modelle stützen (siehe Abschnitt 
TRPV3-defiziente Mäuse).  
TRPV3-Ionenkanäle sind an der Entstehung von entzündlichen Zuständen der Haut beteiligt. 
Beispielsweise wurde eine vermehrte TRPV3-Expression in den Keratinozyten von Rosazea-
Patienten nachgewiesen. (Sulk 2012) Darüber hinaus bewirken proinflammatorische Media-
toren, wie Histamin und Bradykinin, eine Sensitivierung von TRPV3. 
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass endogene TRPV3-Inhibitoren wie 17(R)-resolvin 
D1 zu einer Reduzierung des entzündlich bedingten Schmerzes führen. Dieser Effekt war nach 
dem Stilllegen (Silencing) des TRPV3-Gens mittels shRNA nicht mehr nachweisbar. Neben 
inflammatorischen Prozessen sind TRPV3-Ionenkanäle auch am Haarwachstum, der 
Aufrechterhaltung einer intakten Hautbarriere und der Pruritusentstehung beteiligt. (Nilius 
2013) 
Eine Aktivierung von TRPV3-Ionenkanälen induziert die Synthese von Stickstoffmon-
oxid (NO) in primär kultivierten Keratinozyten. Dieser Prozess scheint von Bedeutung für die 
Reaktionen auf thermische Reize, die Keratinozytenmigration und die Wundheilung zu sein. 
(Miyamoto 2011)  
 
TRPV3-defiziente Mäuse 
TRPV3 Knockout-Mäuse zeigten eine normale Hautanatomie sowie weder Auffälligkeiten im 
motorischen Verhalten noch eine erhöhte Ängstlichkeit. Jedoch zeigten sich deutliche Defizite 
in der Reaktion auf noxische und nicht noxische thermische Reize. (Moqrich 2005) 
Dagegen beschrieben Huang et al. die Reaktionen der TRPV3-Knockout-Mäuse auf thermische 
Reize als überwiegend mit dem Wildtyp ident. (Huang 2011) Als mögliche Ursache für das 
Fehlen thermozeptiver Defizite in TRPV3(-/-) wird eine funktionelle Redundanz zwischen 





Cheng et al. fokusierten sich auf die dermalen Auffälligkeiten der TRPV3-defiziente Mäuse, 
welche durch ein gelocktes Fell sowie gewellte Schnurrhaare auffielen. (Cheng 2010) Diese 
phänotypischen Alterationen waren bereits im Zusammenhang mit einer reduzierten Aktivität 
des Transforming Growth Factor (TGF-α) und des Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) 
beschrieben worden. Die daraufhin durchgeführten Untersuchungen enthüllten eine, im 
Vergleich zum Wildtyp, starke Reduzierung der TGF-α Expression und der EGFR-Aktivität. 
Die beobachtete Koimmunpräzipitationen von EGFR- und TRPV3-Proteinen stützt die 
Hypothese, dass TRPV3 und EGFR Signalkomplexe bilden. Des Weiteren konnte gezeigt 
werden, dass TRPV3-Ionenkanäle von entscheidender Bedeutung für die Keartinozyten-
differenzierung sowie die Ausbildung der Hornschicht (cornified envelope) und damit der 
Hautbarriere sind. (Cheng 2010) 
Eine im Vergleich zum Wildtyp verstärkte Tendenz zur Pruritusentwicklung ist ebenfalls für 
TRPV3-Knockout-Mäuse beschrieben. (Yamamoto-Kasai 2012) 
Es sind mehrere Fallstudien bekannt, in denen Mutationen des TRPV3-Gens mit der Entstehung 
des Olmsted Syndrom assoziiert waren. Bei dieser Erkrankung handelt es sich um einen 
hereditären Keratinisierungsdefekt, welcher vor allem mit periorifiziellen und palmoplantaren 
Hyperkeratosen einhergeht. Der genaue Pathomechanismus ist jedoch noch unklar. 
(Kariminejad 2014, Choi 2018) 
 
Aktivierung und pharmakologische Modulation 
Temperaturen von 33-39 °C, welche als angenehm bis schmerzhaft empfunden werden, führen 
zu einer Aktivierung von TRPV3-Ionenkanälen. (Dhaka 2006)  
Neben physikalischen Stimuli sind auch einige chemische Liganden von TRPV3-Ionenkanälen 
bekannt, welche jedoch eher unselektiv und niedrigpotent sind. In diesem Zusammenhang ist 
z.B. 2-APB zu nennen, dessen EC50 für TRPV3 mit ~34 µM circa einem Drittel der EC50 für 
TRPV2 entspricht. Des Weiteren ist beschrieben, dass 2-APB zu einer Sensitivierung von 
TRPV3-Ionenkanälen für die Aktivierung durch thermische Stimuli führt. (Chung 2004)  
Eine Vielzahl von Naturstoffen aktiviert TRP-Ionenkanäle. Unter ihnen sind auch einige 
Terpene als Aktivatoren von TRPV3-Ionenkanälen wie Kampfer, welcher beispielsweise 
TRPV3 (EC50~2 mM) und TRPM8 (EC50~4,5 mM) aktiviert. (Moqrich 2005, Selescu 2013) 





Thymol (EC50~1 mM) aktivieren TRPV3-Ionenkanäle. (Xu 2006, Vogt-Eisele 2007) Das in 
Weihrauchharzen vorkommende Diterpen Incensolacetat aktiviert neben TRPV3 
(EC50~16 µM) auch TRPV1, TRPV2 und TRPV4, allerdings mit geringerer Potenz. 
(Moussaieff 2008) Mit Farnesylpyrophosphat (EC50~131 nM) wurde der erste endogene 
Aktivator von TRPV3-Ionenkanälen identifiziert. In Verhaltensstudien zeigten sich reduzierte 
Latenzzeiten auf  Hitze im Zusammenhang mit einer Injektion von Farnesylpyrophosphat in die 
Hinterpfote. Nach einem Gen-Knock-down mittels mTRPV3-shRNA war dieser Effekt nicht 
mehr nachweisbar. (Bang 2010) 
Einige spezifische und potente TRPV3-Blocker mit guter Selektivität innerhalb der 
TRP-Ionenkanalfamilie sind identifiziert und präklinisch bezüglich ihrer Anwendbarkeit in der 
Therapie von Dermatiden, Juckreiz und chronischen Schmerzzuständen getestet worden. 
(Schaefer 2014, Broad 2016) 
 
1.5 TRPV4 
Der nicht selektive Kationenkanal TRPV4 weist eine deutlich höhere Permeabilität für 
Calcium- und Magnesiumionen gegenüber monovalenten Kationen auf. Die Leitfähigkeit für 
Calciumionen gegenüber Natriumionen beläuft sich ungefähr auf das Sechsfache. 
(Clapham 2003) Bezüglich der Bildung von Heteromeren sind als Interaktionspartner aus der 
TRP-Ionenkanalfamilie TRPC1 (Ma 2010) und TRPP2 (Kottgen 2008) beschrieben.  
 
Expression und physiologische Relevanz 
TRPV4 weist, ähnlich wie TRPV2 und TRPV3, ein ausgedehntes Expressionsmuster auf, 
welches nahezu alle Organsysteme umfasst. (Garcia-Elias 2014) 
Innerhalb des Atmungsapparats sind diese Kanalproteine im respiratorischen Epithel von 
Trachea und Lunge nachzuweisen. Sie regulieren hier die Zilienschlagfrequenz und sind somit 
für den Abtransport des Bronchialsekrets von entscheidender Bedeutung. (Lorenzo 2008) Auch 
in anderen zilientragenden Epithelien, wie dem Gallengangs- und Eileiterepithel, sind 





In den Nieren wurde eine TRPV4-Expression in Nephronabschnitten nachgewiesen, welche 
entweder konstitutiv oder in Abwesenheit des Antidiuretischen Hormons (ADH) wasser-
undurchlässig sind. (Tian 2004) Im Sammelrohr fungieren TRPV4-Ionenkanäle als Mechano- 
und Osmosensoren und vermitteln eine Natriumreabsorption und Kaliumsekretion. (Wu 2007) 
Darüber hinaus sind diese Kanalproteine im Urothel der ableitenden Harnwege exprimiert. In 
den Zellen des murinen Blasenepithels wurde eine besonders starke funktionelle Expression 
von TRPV2, TRPV4 sowie TRPM7 nachgewiesen. (Everaerts, Vriens 2010) Es gibt 
Anhaltspunkte, dass TRPV4-Ionenkanäle hier als Mechanosensoren fungieren und die 
dehnungsbedingte Freisetzung von ATP vermitteln. So ist einerseits die ATP-Freisetzung durch 
Applikation des TRPV4-Aktivators 4α-Phorbol 12,13-didecanoate (4αPDD) auslösbar, 
andererseits ist diese in der TRPV4-Knockout-Maus deutlich abgeschwächt. (Gevaert 2007) 
Auch im murinen Musculus detrusor vesicae wurde TRPV4 mRNA nachgewiesen. Darüber 
hinaus konnten Harnblasenkontraktionen über eine TRPV4-Aktivierung herbeigeführt werden. 
(Thorneloe 2008)  
Nicht nur innerhalb des Harntrakts sondern auch im Gefäßsystem sind TRPV4-Ionenkanäle an 
der Mechanozeption beteiligt. Die Expression wurde sowohl für das Endothel (Bagher 2012) 
als auch für die glatten Gefäßmuskelzellen (Earley 2005) beschrieben. Aus hämodynamischen 
Veränderungen, wie auftretendem Scherstress, resultiert hier mittels Aktivierung von TRPV4 
eine Vasodilatation. (Filosa 2013) Neben der Mechanotransduktion ist TRPV4 auch an der 
Osmoregulation auf zellulärer und systemischer Ebene beteiligt. So tragen TRPV4-vermittelte 
Calciumsignale über eine Aktivierung calciumabhängiger Kaliumkanäle zur Zellvolumen-
regulation, beispielsweise in Epithelzellen und Astrozyten, bei. Der Mechanismus über den 
TRPV4-Ionenkanälen die systemische Osmoregulation beeinflussen ist hingegen noch 
ungeklärt. (Garcia-Elias 2014) 
Sowohl im peripheren (Liedtke 2000) als auch im vegetativen Nervensystem (Delany 2001) 
wurde eine Expression von TRPV4 nachgewiesen. Alessandri-Haber et al. beobachteten eine 
durch hypotone Lösungen getriggerte und proinflammatorische Mediatoren verstärkte 
Aktivierung von Schmerzfasern sowie ein hieraus resultierendes schmerzassoziiertes 
Verhalten, welches durch Herunterregulierung der TRPV4-Expression sowie Aktivierung von 
TRPV4 mittels 4αPDD  gleichartig beeinflusst werden konnte. Hierauf basierend wird 
angenommen, dass TRPV4-Ionenkanäle als Osmorezeptoren in primären nozizeptiven Affer-





Es liegen Untersuchungsergebnisse vor, welche eine Beteiligung von TRPV4-Ionenkanälen an 
der peripheren Thermozeption sowie einer zentralen Thermoregulation vermuten lassen. (Lee 
2005, Güler 2002) Hiermit konsistent ist die Expression in Keratinozyten, sensorischen 
Afferenzen und in Regionen des Hypothalamus, welche für die Thermoregulation 
verantwortlich sind. (Chung 2003, Güler 2002) Huang et al. hingegen schlussfolgern aus ihren 
vorwiegend auf Knockout-Maus-Modellen basierenden Untersuchungen nur eine einge-
schränkte Beteiligung von TRPV4-Ionenkanäle an der Thermozeption. (Huang 2011) 
Eine TRPV4-Expression wurde in humanen Kolonepithelzellen sowie perivaskulären 
Nervenfasern der Submukosa und Serosa nachgewiesen. Durch Applikation des 
TRPV4-Aktivators 4αPDD konnte in diesen dosisabhängig ein Anstieg der intrazellulären 
Calciumionenkonzentration, eine Chemokinfreisetzung und konsekutiv eine Colitis induziert 
werden. (D'Aldebert 2011) Neben dieser proinfammatorischen Rolle fungieren TRPV4-
Ionenkanäle im Gastrointestinaltrakt als Mechanosensoren und sind an der Entstehung von 
mechanisch induzierten Schmerzzuständen beteiligt. (Holzer 2011) 
TRPV4 ist sowohl in Osteoblasten als auch Osteoklasten exprimiert und an der Knochenre-
modellierung beteiligt. Des Weiteren ist eine Expression in Chondrozyten sowie die 
Beeinflussung der enchondralen Ossifikation beschrieben. (Everaerts, Nilius 2010) 
 
TRPV4-defiziente Mäuse 
Bezüglich der Bedeutung von TRPV4-Ionenkanälen für die Thermozeption ergaben sich 
divergierende Resultate aus den bisherigen Knockout-Maus-Modellen: 
Einerseits wurde von Lee et  al. beobachtet, dass die TRPV4-Knockout-Mäuse im Vergleich 
zum Wildtyp wärmere Temperaturen bevorzugten und die Erwärmung ihres Schwanzes 
deutlich länger tolerierten. (Lee 2005) Währenddessen Huang et al. keinerlei Unterschiede 
zwischen dem Wildtyp und der TRPV4-Knockout-Maus in den Reaktionen auf thermische 
Reize fanden. (Huang 2011)   
Gevaert et al. stellten ein verändertes Miktionsverhalten bei den TRPV4-Knockout-Mäusen 
fest, welches gekennzeichnet war durch eine Erhöhung von Miktionsschwelle und 
Blasenkapazität. (Gevaert 2007) Darüber hinaus wurde eine Abschwächung von entzündlich 






Auch einige metabolische Veränderungen sind für TRPV4-Knockout-Mäuse beschrieben. 
Diese wiesen u.a. eine erhöhte adipozytäre Thermogenese sowie eine verringerte 
Insulinresistenz auf und schienen weniger anfällig für alimentär bedingte Adipositas zu sein. 
(Ye 2012) 
Bei TRPV4-Knockout-Mäusen konnte sowohl eine Hypoxie-induzierte Hochregulierung von 
TRPV4 in den Pulmonalarterien als auch eine verringerte Tendenz zur Entwicklung pulmonaler 
Hypertonien beobachtet werden. (Yang 2012) Darüber hinaus zeigte sich, dass in der TRPV4-
Knockout-Maus eine Verringerung der Serumosmolarität nicht wie im Wildtyp zu einem 
Anstieg des Blutdruckes (Baroreflex) führt. Es wird dementsprechend davon ausgegangen, dass 
TRPV4 als Osmosensor essentieller Bestandteil dieses sympathisch vermittelten Reflexes ist. 
(McHugh 2010) 
 
Aktivierung und Pharmakologische Modulation 
TRPV4-Ionenkanäle werden durch physikalische Stimuli, wie Temperaturen von 24-38°C 
(Güler 2002) und mechanische Reize, wie Scherstress (Gao 2003) sowie hypotone Lösungen 
(Liedtke 2000) aktiviert. Dabei scheinen die erst- und letztgenannten Aktivierungsarten PIP2-
abhängig zu sein. (Garcia-Elias 2013) Darüber hinaus modulieren Calciumionen die 
TRPV4-Ionenkanäle. Ein Anstieg der [Ca2+]i führt einerseits zur Potenzierung, andererseits 
bewirkt eine weitere Steigerung der [Ca2+]i  eine Inhibierung der TRPV4-Ionenkanäle als 
negatives Feedback. (Strotmann 2003) Die halbmaximale Inhibition tritt bei intrazellulären 
Calciumionenkonzentrationen von ~406 nM auf. (Watanabe 2002)  
Unter den chemischen Liganden sind zwei endogene Aktivatoren von TRPV4-Ionenkanälen 
bekannt: einerseits die 5,6-Epoxyeicosatriensäure, welche durch Cytochrom P450-
Epoxygenasen aus Arachidonsäure gebildet wird (Watanabe, Vriens, Prenen 2003) sowie 
Dimethylallylpyrophosphat (DMPP), welches im Mevalonatweg biosynthetisert wird. Durch 
Letzteres konnte in in vivo-Untersuchungen eine TRPV4-abhängige mechanische 
Hypersensitivität hervorgerufen werden. (Bang 2012) Weitere TRPV4-Aktivatoren sind die 
Pflanzenstoffe Bisandrographolid A (EC50~1 µM) (Smith 2006) und Apigenin (EC50~10 µM) 
(Ma 2012). Der Phorbolester 4αPDD aktiviert TRPV4-Ionenkanäle mit einer EC50 von ~0,2-
0,4 µM. (Watanabe 2002) Mit der Substanz GSK1016790A (EC50~5 nM) konnte auf Basis 
eines Hochdurchsatzscreenings ein hochpotenter TRPV4-Aktivator entwickelt werden, welcher 





Neben den klassischen unspezifischen TRPV4-Inihibitoren, wie Ruthenium Rot und trivalent-
en Kationen sind seit einigen Jahren auch spezifische und potente Substanzen verfügbar. 
(Plant 2007) Einige von ihnen, wie HC-067047 (IC50~0,1 µM) und GSK2193874 
(IC50~0,02 µM), sind bereits erfolgreich therapeutisch in Tiermodellen eingesetzt worden. 






2  Aufgabenstellung 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Identifikation und gegebenenfalls Charakterisierung von 
Modulatoren der Ionenkanäle TRPV2, TRPV3 und TRPV4. Hierzu sollen zunächst stabile, 
TRPV2, TRPV3 und TRPV4 überexprimierende Zelllinien generiert werden und eine 
Überprüfung der Expression mittels Laser-Scanning-Mikroskopie erfolgen. Im Anschluss 
müsste unter den etablierten Aktivatoren von TRPV2, TRPV3 und TRPV4 eine geeignete 
Substanz gesucht werden, mit welcher die funktionelle Expression geprüft und eine stabile, 
robuste Aktivierung für den Einsatz im Screening gewährleistet werden kann. 
An den drei stabilen Zelllinien soll dann das Screening der Substanzbibliothek Spektrum 
Collection mit Hilfe von [Ca2+]i -Assays erfolgen. Anschließend bedarf es einer Überprüfung 
der Screeningergebnisse, da die Indikatorfarbstoff-gestützten [Ca2+]i -Assays die Erhöhung der 
intrazellulären Calciumionenkonzentration und damit nur indirekt die Veränderungen der 
Ionenströme durch die präferenziell calciumpermeablen Ionenkanäle detektieren. Hierzu sollte 
u.a. kontrolliert werden, ob die im Screening identifizierten Substanzen ebenfalls einen Effekt 
auf die intrazelluläre Calciumionenkonzentration der Parentalzelllinie haben. 
Des Weiteren wäre eine Charakterisierung der bestätigten Modulatoren hinsichtlich ihrer 
Potenz und Selektivität und ihres Wirkmechanismus von Interesse. Es könnte weiterhin 
überprüft werden, ob strukturell verwandte Substanzen einen ähnlichen Effekt auf den 
jeweiligen Ionenkanal haben. Für den Fall der Identifikation von Blockern durch das Screening, 
wäre es interessant zu ermitteln, ob sich ein Wechsel des Aktivators auf den inhibitorischen 
Effekt des Modulators auswirkt. 
  




3 Material und Methoden 
2.1 Zellkultur 
Alle verwendeten Zelllinien wurden kultiviert in wasserdampfgesättigter Umgebung bei 37º C 
und 5% CO2  in Earle´s Minimum Essentiell Medium (PAA Laboratories GmbH; Pasching 
Österreich) unter Zusatz von 10% FKS (Invitrogen Life Technologies GmbH; Darmstadt), 
2 mM L-Glutamin (PAA), 100 Einheiten/ml Penicillin (PAA) und 0,1 mg/ml Streptomycin 
(PAA). Dem Kulturmedium der stabilen Zelllinien wurde außerdem 0,8 mg/ml Geneticin 
(G418) zugesetzt. Die Passagierung erfolgte alle 2-3 Tage im Verhältnis 1:3- 1:5. Dazu wurden 
die Zellen mit Trypsin/EDTA oder Acutase (PAA) abgelöst. 
 
Generieren stabiler Linien 
Die Zelllinien HEK293mTRPV2-4 entstanden in Zusammenarbeit mit Nicole Urban und 
Kerstin Hill. Hierfür wurden Plasmide von TRPV-Ionenkanäle der Species Maus in die 
Parentalzelllinie (HEK293) eingebracht. Die Vektoren verfügten außer einer für das jeweilige 
Kanalprotein codierenden Sequenz über ein Neomycin-Gentamycin-Resistenzgen sowie einen 
CFP-oder YFP-Tag. Diese Markierung diente der Kontrolle der Expression sowie der 
subzellulären Lokalisation.  
 
Transfektion 
Die HEK293-Zellen wurden auf Poly-L-Lysin (PAA)-beschichtete Plättchen mit einem 
Durchmesser von 25 mm ausgesät. Bei einer Konfluenz von ca. 80% wurden 2 µg 
Plasmid-DNA und 4 µl FuGene HD (Roche, Mannheim) in 100 µl serumfreien Medium 
hinzugegeben. Die Selektion der transfizierten gegenüber den nicht transfizierten Zellen 
erfolgte über das im Plasmid enthaltene Neomycin-Gentamycin-Resistenzgen. Dessen 
Expression eine Resistenz gegenüber dem, dem Medium zugesetzten Antibiotikum Geneticin 








Die zum Vergleich herangezogene stabile Zelllinie HEK293rTRPV1-CFP wurde innerhalb der 
Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt. Die Spezieszugehörigkeit der TRPV-Ionenkanäle wird 
durch „m“ bzw. „r“ für Maus bzw. Ratte gekennzeichnet.  
 
2.2 Laser-Scanning-Mikroskopie 
Die subzelluläre Lokalisation der jeweiligen Kanalproteine wurde überprüft mittels eines 
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskops (LSM 510-Meta Carl Zeiss, Jena) ausgestattet mit 
einem 514 nm Argonlaser und 100x/1.45 α Plan-Fluar Ölobjektiv. Es ermöglicht die Rasterung 
von Zellen basierend auf einer Ablenkung des zur Anregung verwendeten Laserstrahls in 
horizontaler und vertikaler Ebene vor dem Auftreffen auf das Objekt. 
Die Zellen wurden am Vortag auf mit Poly-L-Lysin-beschichtete Glasplättchen ausgesetzt. 
Diese wurden in Messkammern eingespannt und mit HBS-Puffer (132 mM NaCl, 6 mM KCl, 
1 mM MgCl2, 10 mM HEPES, 1 mM CaCl2, 5,5 mM D-Glucose, pH: 7,4 eingestellt mit NaOH) 
bedeckt. 
Die Anregung wurde in Abhängigkeit von dem in das Plasmid integrierten fluoreszierenden 
Protein bei 458 nm (CFP) für die HEKTRPV2-CFP und HEKTRPV3-CFP-Zellen sowie bei 488 nm 
(YFP) für HEKTRPV4-YFP-Zellen vorgenommen. Das Emissionslicht wurde mit Hilfe eines 
530 nm-Langpassfilters detektiert. Synchron wurden Durchlichtbilder aufgenommen. 
 
2.3 Ca2+ -Assays 
Als indirektes Maß für das Öffnungsverhalten der TRPV-homologen Ionenkanäle wurde die 
Änderung der intrazellulären Calciumionenkonzentration [Ca2+]i herangezogen. Dies ist 
möglich, da aus einer erhöhten Öffnungswahrscheinlichkeit der calciumpermeablen 
Ionenkanäle ein Calciuminflux entlang des bestehenden Konzentrationsgradienten resultieren 
würde, der einen Anstieg der [Ca2+]i herbeiführt. Zur Analyse der [Ca
2+]i wurden zwei 
verschiedene Ca2+-Assays gewählt. Beide basieren auf einer Veränderung der Fluoreszenz-
eigenschaften von Indikatorfarbstoffen (Fura-2, Fluo-4) nach Chelatierung von Calciumionen. 
Die Membranpassage wird durch die Bindung der Indikatoren an einen Acetoxymethylester 
ermöglicht, wobei eine Rückdiffusion durch Abspaltung dieser lipophilen Gruppe durch 
endogene Esterasen unterbunden wird. 




Fura-2 gestütztes Einzelzell-Ca2+-Imaging 
Das Fura-2 gestütztes Einzelzell-Ca2+-Imaging ermöglicht eine Bestimmung der [Ca2+]i 
Fura-2-beladener Zellen mittels Videomikroskopie. Hierbei wird die Verschiebung des 
Absorptionsmaximums des Indikatorfarbstoffs Fura-2 von λ=362 nm hin zu λ=335 nm nach 
Ca2+-Chelatierung genutzt. Die Wellenlängenbereiche der maximalen Emission bleiben dabei 
nahezu unverändert bei λ=512 nm im ungebunden und λ=505 nm im chelatierten Zustand. 
(Grynkiewicz 1985) 
Bei den durchgeführten Messungen wurde sequentiell bei λ=340 nm, λ=358 nm und λ=380 nm 
angeregt. Die Separierung der einzelnen Wellenlängenbereiche wurde durch einen 
Monochromator mit Xenondampflampe (TILL-Photonics, Graefelfing) vorgenommen. Die 
emittierten Fluoreszenzsignale wurden durch einen 510 nm-Langpassfilter isoliert und zur 
CCD-Kamera (IMAGO, TILL-Photonics, Graefelfing) geleitet. Es wurden verschiedene Filme 
für die Anregung mit bei λ=340 nm, λ=358 nm und λ=380 aufgenommen. Hieraus ergibt sich 
die Möglichkeit, das separat detektierte Emissionslicht den einzelnen Exzitations-Wellenlängen 
zuzuordnen und gegebenenfalls eine Verschiebung des Exzitationsmaximums des Indikator-
farbstoffes Fura-2 zu erkennen. Zusätzlich wurden Filme im Wellenlängenbereich der 
fluoreszierenden Proteine (CFP bei 458 nm und YFP bei 488 nm) aufgenommen. 
Die Zellen wurden am Vortag auf Poly-L-Lysin-beschichtete 25 mm-Glasplättchen ausgesetzt. 
Direkt vor der Messung erfolgte eine 30-minütige Inkubation mit 5 µM Fura-2/AM (Invitrogen, 
Darmstadt) in HBS-Puffer gelöst unter Zusatz von 0,2% BSA. Anschließend wurden die 
Glasplättchen gespült, in Messkammern eingespannt und mit 900 µl HBS-Puffer bedeckt. Die 
Beladung und Morphologie der Zellen wurde mittels eines inversen Mikroskops (Axiovert 100, 
Carl Zeiss, Jena) unter Verwendung eines Fluar 10x/0.5-Objektivs (Carl Zeiss, Jena) beurteilt. 
Zu Beginn der Messung wurde eine Baseline (Ausgangsintensität) über einen Zeitraum von 
mindestens 30 Sekunden registriert, wobei jede Sekunde ein Bild aufgenommen wurde. 
Anschließend wurden 100 µl der jeweiligen Substanz in zehnfacher Konzentration in die 
Messkammer pipettiert und der Kammerinhalt kurz durchmischt, gegebenenfalls wurde dieser 
Vorgang mit einer weiteren Substanz wiederholt. Aufgrund der eingeschränkten Löslichkeit 
des Valdecoxibs wurden die Messungen mit dieser Substanz mit Hilfe einer Perfusion 
durchgeführt. Der Vorteil dieser Applikationstechnik besteht darin, dass die Substanz in finaler 
und nicht in zehnfacher Konzentration eingesetzt werden kann.  




Zur Auswertung wurden die einzelnen Zellen durch kreisförmige Markierungen, so genannte 
Regions of Interests (ROI) gekennzeichnet. Die Fluoreszenzintensitäten der so markierten 
Flächen wurden für jeden der einzelnen Filme (λ=340 nm, λ=358 nm und λ=380 nm) über den 
Zeitverlauf bestimmt und als Kinetiken dargestellt.  
Zur Ermittlung der Hintergrundintensität wurde ein zellfreier Bereich mittig im Gesichtsfeld 
ausgewählt. Alle registrierten Fluoreszenzintensitäten wurden hintergrundkorrigiert. Des 
Weiteren wurden die Spektren der fluoreszierenden Proteine von den detektierten 
Fluoreszenzsignalen abgezogen, da eine geringfügige Überlappung der Exzitations- und 
Emission-Wellenlängenbereiche des CFP-bzw. YFP-Tags und des ungebundenen sowie 
Ca2+-gebundenen Indikators Fura-2 besteht. Eine auf linearen Regressionsananalysen 
basierende Kalibrierung ermöglichte die Ermittlung der [Ca2+]i. (Lenz 2002) 
 
Fluo-4 gestützte Fluoreszenzmessungen 
Fluo-4 fungiert ebenso wie Fura-2 als Indikator der [Ca2+]i. Jedoch führt bei diesem Farbstoff 
erst die Chelatierung der Calciumionen zu einer Fluoreszenz mit einem Emissionsmaximum 
bei λ=516 nm. (Gee 2000) 
Das zuerst durchgeführte Screening der HEKTRPV3-Zellen wurde mit einem Plate Reader 
(Mikrotiterplattenlesegerät) vorgenommen. Alle darauffolgenden Fluo-4-Messungen hingegen 
wurden am Fluorescent Imaging Plate Reader (Fluoreszenzaufnahme-Plattenlesegerät) durch-
geführt, da an diesem Instrument im Gegensatz zum Plate Reader (Mikrotiterplattenlesegerät) 
eine akute Zugabe der Substanzen während der Messung möglich ist. Lediglich der 
Messvorgang an diesen beiden Instrumenten unterscheidet sich. Alle vorherigen Schritte 
stimmen überein und wurden wie nachfolgend beschrieben vorgenommen: 
Die stabilen Zelllinien wurden aus 75 cm2 Kulturflaschen (Sarstedt, Nümbrecht) bei einer 
Konfluenz von ca. 80% geerntet und im Kulturmedium mit 4 µM Fluo-4/AM (Invitrogen; 
Darmstadt) für 30 min bei 37 ºC beladen. Im Anschluss wurde über 5 Minuten mit 500 UpM 
zentrifugiert (Laborfuge 400R, Heraeus Instruments, Hanau) und das so gewonnene Pellet in 
HBS-Puffer erneut aufgenommen. Anschließend wurde die Zellsuspension in 
bodenpigmentierten 384-Well-Mikrotiterplatten (Corning; Lowell, USA) überführt. Je Well 
(Vertiefung) wurden zu den vorgelegten 26 µl HBS-Puffer jeweils 10 µl Zellsuspension 
hinzugefügt. Bei einem Gesamtvolumen von 36 µl je Well (Vertiefung) ergibt sich bei 




Applikation von 4 µl Substanz somit eine Verdünnung von 1:10. Die für das Erstellen von 
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen notwendigen Verdünnungsreihen wurden manuell unter 
Verwendung einer Mehrkanalpipette vorgenommen. Es wurde bei allen Messungen eine 
HBS-Kontrolle mitgeführt. 
 
FLIPR (Fluorescent Imaging Plate Reader) 
Der überwiegende Teil der Fluo-4-gestützten Ca2+-Assays wurde mittels eines in einen 
Pipettierroboter (Freedom Evo 150, Tecan, Schweiz) integrierten Fluorescent Imaging Plate 
Reader (Fluoreszenzaufnahmeplattenlesegerät) durchgeführt. (Arkin 2004) Dieses 
Messinstrument ist mit einem 460 nm LED Leuchtfeld mit 475 nm Farbfilter (DT-blue, Optic 
Balzers, Oerlikon Schweiz) ausgestattet über das die Exzitation bei λ=475 nm vorgenommen 
wurde. Das Emissionslicht wird über einen 515 nm-Langpassfilter (Y515-Di, Fujifilm, Tokyo, 
Japan) zur mit einer 0.95/25 Xenonlinse (Scheider Kreuznach, Bad Kreuznach) ausgestatteten 
CCD-Kamera (Collsnap FX, Photometrics, Tucson, AZ) geleitet. Die Aufnahmen entstanden 
mit einer Bildfrequenz von 1/s unter Verwendung der MicroManager software (Edelstein 
2010). Die Fluoreszenzintensitäten wurden mit ImageJ ermittelt und hintergrundkorrigiert. Die 
Fluoreszenzsignale nach Substanz-bzw. Agonistenapplikation (F) wurden auf die 
Ausgangsintensitäten (F0) normiert. 
Die approximativ ermittelten EC50- bzw. IC50-Werte basieren auf nichtlinearen 
Regressionsanalysen unter Verwendung einer modifizierten Hill-Gleichung. Die Bestimmung 
war jedoch nicht in allen Fällen möglich, da teilweise keine Sättigung erreicht wurde. 
 
Plate Reader (Mikrotiterplattenlesegerät) 
Das Mikrotiterplattenlesegrät (Plate Reader Polarstar Omega, BMG Labtech, Offenburg) 
ermöglicht unter Verwendung eines 485/10 und 520/20 Bandpassfilters die Bestimmung von 
Fluoreszenzintensitäten von Mikrotiterplatten im 384-Well-Format, die dazu repetitiv 
abgefahren werden. Für das einzelne Well (Vertiefung) können so alle 16 Sekunden (Dauer 
eines Zykus) Daten aufgezeichnet werden. Die Anregung der Fluorophore erfolgt bei 
λ= 485±6 nm, das Emissionslicht wird bei λ= 520±10 nm detektiert. 
Da an diesem Messinstrument im Unterschied zum FLIPR (Fluoreszenzaufnahmeplat-
tenlesegerät) die akute Zugabe von Suspensionen nicht möglich ist, wurden die Substanzen der 




Spectrum Collection in den 384-Well-Mikrotiterplatten vorgelegt und die Zell-suspensionen 
unmittelbar vor den Messungen hinzugefügt. 
Zu Beginn der Messung wurde eine Baseline (Ausgangsintensität) über zehn Zyklen bestimmt. 
Daraufhin erfolgten die Injektion von 4 µl zehnfach konzentrierter Aktivatorlösung und eine 
sich anschließende Registrierung der Fluoreszenzintensitäten über weitere 60 Zyklen. 
Unter den aufgeführten Ca2+-Assays bietet das Fura-2 gestütztes Einzelzell- Ca2+-Imaging den 
Vorteil, dass die Zellmorphologie während des gesamten Messvorgangs und somit auch 
während der Substanzapplikation beurteilt werden kann. Die Mikrotiterplattenlesegeräte 
hingegen ermöglichen die simultane Applikation mehrerer Substanzen bzw. Substanz-
konzentrationen und sind damit besonders geeignet für die Durchführung von Screenings und 
das Erstellen von Konzentrations-Wirkungsbeziehungen. 
 
2.4 Spectrum Collection   
Das Screening von Substanzbibliotheken hat sich bereits als sehr effiziente Methode für die 
Suche nach pharmakologischen Modulatoren etabliert. (Stallings-Mann 2006, Sun 2006) Die 
Spectrum Collection (MicroSource Discovery Systems Gaylordsville CT) umfasst 
2320 Substanzen. Die Besonderheit dieser Bibliothek besteht in der Kombination aus 
Pharmaka, Naturstoffen, Toxinen sowie weiteren biologisch aktiven Substanzen. Den Hauptteil 
der Bibliothek bilden 1040 in den USA, Europa oder Japan zugelassene oder klinisch geprüfte 
Medikamente. Bei 800 Substanzen handelt es sich um Naturstoffe mit teils unbekannter 
biologischer Aktivität. Weitere Bestandteile sind u.a. 160 Toxine, Enzyminhibitoren und Stoffe 
mit bekannten blockierenden Effekten auf Rezeptoren. Es ergibt sich ein Spektrum strukturell 
unterschiedlicher Stoffe mit einerseits bereits gut untersuchter andererseits nicht oder nur 
teilweise bekannter biologischer Aktivität. Der Reinheitsgrad wird von Micro Source mit 
mindestens 95% angegeben. 
Die Komponenten der Substanzbibliothek befinden sich als 10 mM Lösungen in sechs 384 –
Well- Mikrotiterplatten, von denen einige als Kontrollen lediglich Pufferlösung mit 0,25%igem 
DMSO-Anteil enthalten. Die Lagerung der Platten erfolgte mit Parafilm bedeckt bei -20 ºC. 
Nach dem Auftauen wurden die Substanzen mit Hilfe einer Pipette kurz durchmischt, um 
etwaige Präzipitationen wieder in Lösung zu bringen. Die final zum Screening eingesetzte 
Konzentration betrug 20 µM.  




Je Messung wurden 384 Substanzen in zehnfacher Konzentration (200 µM) in vier Schritten 
über Mehrkanalarme des Pipettierroboters appliziert. Zwischen den einzelnen Zugabeschritten 
wurden die Pipettenspitzen einem automatisierten Waschvorgang in HBS unterzogen.  
Nach Registrierung der Basalaktivität über 30 Zyklen wurde in einem ersten Schritt 
4 µl Substanz zu 36 µl bereits im Well (Vertiefung) befindlicher Zellsuspension pipettiert. 
Darauffolgend wurden die Fluoreszenzintensitäten über weitere 150 Zyklen detektiert. In einer 
zweiten, sich unmittelbar anschließenden und analog durchgeführten Messung wurden 
4,5 µl zehnfach konzentrierter Agonistenlösung hinzugefügt. Substanzen mit eingeschränkter 
Löslichkeit, wie beispielsweise Valdecoxib, wurden vorgelegt, um diese in ihrer finalen und 







3.1 Subzelluläre Lokalisation von TRPV2, TRPV3 und TRPV4 
Die Expression und die subzelluläre Lokalisation der CFP-bzw. YFP-getagten TRPV-Ionen-
kanäle wurden durch Laser-Scanning-Mikroskopie (LSM) überprüft (Abb.1).  
 
Abb. 1: Subzelluläre Lokalisation der Kanalproteine. A-C Die abgebildeten Fluo- 
reszenzaufnahmen wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie erstellt. Die 
Zelllinie ist am oberen Bildrand aufgeführt. Am unteren linken Rand befindet sich jeweils 
der Maßstab. 
 
In den LSM-Aufnahmen aller drei stabilen Linien zeigte sich eine deutliche Überexpression der 





Membranen des endoplasmatischen Retikulums zu erkennen. Für TRPV4 zeigt sich eine 
zusätzliche Anreicherung in intrazellulären vesikulären Strukturen, bei denen es sich 
vermutlich um Golgi-Vesikel handelt. Es kann somit von einer homogenen Überexpression der 
Kanalproteine in den stabilen Zelllinien ausgegangen werden. Die Überprüfung der 
Funktionalität der Ionenkanäle wurde im nächsten Schritt vorgenommen. 
 
3.2 Funktionelle Expression 
Die funktionelle Expression der Ionenkanäle wurde zuerst mittels Fura-2 ge-
stützten Einzelzellfluoreszenzmessungen überprüft. Für die Aktivierung der Ionenkanäle wurde 
auf die bereits beschriebenen Modulatoren 2-APB als Aktivator für TRPV2 und TRPV3 sowie 
GSK1016790A als TRPV4-Aktivator zurückgegriffen. (Thorneloe 2008) Hierbei wurde eine 
Erhöhung der intrazellulären Calciumionenkonzentration detektiert, die in den untransfizierten 
HEK Kontrollzellen fehlte. Des Weiteren wurden Konzentrations-Wirkungsbeziehungen auf 
Basis Fluo-4-gestützter [Ca2+]i-Assays durchgeführt. Hierbei konnte eine 
konzentrationsabhängige Aktivierung von TRPV2, TRPV3 und TRPV4 erzielt werden (Abb. 
2A-C). Es zeigte sich jedoch, dass es bei hohen Konzentrationen von 2-APB (beginnend 
ab ~180 µM) und GSK (beginnend ab  ~6 nM) auch zu einem unspezifischen Anstieg der 
intrazellulären Calciumionenkonzentration in der Parentalzelllinie kam. Als EC50-Werte 
wurden näherungsweise 331 µM 2-APB für TRPV2, 97 µM 2-APB für TRPV3 sowie 






Abb. 2: Funktionelle Expression der TRPV-Ionenkanäle. Die Konzentrations-Wir-
kungsbeziehungen basieren auf Fluo-4-gestütztem [Ca2+]i-Assays. Die Fluoreszenzsignale 
(F) wurden ins Verhältnis zur Ausgangsintensität (F0) gesetzt und in Abhängigkeit von der 
zur Aktivierung eingesetzten Konzentration dargestellt. Zum Vergleich sind die Effekte auf 
die Parentalzelllinie (offene Symbole) gezeigt. Abgebildet sind exemplarisch Mittelwerte 






3.3 Screening der Spectrum Collection  
Durchführung der Screenings 
Die Zielsetzung des Screenings war die Identifikation von Substanzen innerhalb der Spectrum 
Collection, welche eine Modulation der TRPV-Ionenkanäle bewirken.  
Es wurden Konzentrationen im Screening eingesetzt, die zu einer deutlichen Signalverstärkung 
in den stabilen Zelllinien (HEKTRPV2, HEKTRPV3, HEKTRPV4), nicht aber in der Parentalzelllinie 
führten. Dieses war jedoch nicht immer vollständig möglich. So musste, um eine ausreichend 
starke und robuste Aktivierung von TRPV4 durch GSK1016790A zu erreichen, jedoch eine 
leichte unspezifische Mitreaktion der Parentalzelllinie in Kauf genommen werden. Für das 
Screening der HEKTRPV2-Zellen wurden 300 µM 2-APB, der HEKTRPV3-Zellen 100 µM 2-APB 
und der HEKTRPV4-Zellen 100 nM GSK1016790A zur Aktivierung eingesetzt. 
Es wurde eine Versuchsanordnung gewählt, bei der sich der Messvorgang in zwei Abschnitte 
unterteilt. In einem ersten Schritt wurden nach Registrierung der Basalaktivität über 30 s die 
Substanzen der Spectrum Collection in einer finalen Konzentration von 20 µM appliziert und 
eventuell folgende Veränderungen der Fluoreszenzintensitäten über weitere 200 s detektiert 
(Abb. 3A). Im zweiten Schritt folgte die Aktivierung der HEKTRPV2-Zellen mit 300 µM 2-APB, 
der HEKTRPV3-Zellen mit 100 µM 2-APB sowie der HEKTRPV4-Zellen mit 100 nM 
GSK1016790A (Abb. 3B), an die sich ebenfalls eine weitere Beobachtung der Signalverläufe 
anschloss. 
Die Applikation der Substanzen der Spectrum Collection ist in Abbildung 3A dargestellt. 
Deutlich erkennbar sind hier die Applikationsartefakte nach 30, 60, 90 und 120 Sekunden.  
In Abbildung 3A bleiben die Signalverläufe nach der Zugabe der Substanzen weitgehend 
konstant. Lediglich einige Messkurven zeigen einen direkt auf den Applikationsartefakt 
folgenden, steilen Anstieg der größtenteils in ein Plateau übergeht. Es könnte sich hierbei um 
Aktivatoren der entsprechenden Kanäle handeln. Allerdings ist aufgrund des sehr steilen 
Anstiegs des Fluoreszenzsignals eher zu vermuten, dass diesem zytotoxische Effekte oder eine 









Abb. 3: Beispielhafte Primärscreening-Daten für HEKTRPV2-Zellen. Die 
Abbildungen zeigen die Änderungen des Fluoreszenzsignals für jedes Well im 
Zeitverlauf. Die rot markierte Kurve entspricht dem mit Valdecoxib vorbe-
handelten Well. (A) Akute Zugabe der Substanzen in vier Applikationsschrit-







Ergebnisse der Screenings 
Die Anzahl der in den Primärscreenings auffälligen Substanzen sowie deren Effekte sind in 
Tabelle 1 zusammengestellt. 
 
 HEKTRPV2-Zellen  HEKTRPV3-Zellen  HEKTRPV4-Zellen 
Effekt auf Basalaktivität  
Verstärkung  41 36 11 
Verminderung 15 3 7 
Effekt auf Aktivierung mit Kanal-spezifischem Aktivator 
Verstärkung 4 17 0 
Verminderung 1 12 10 
Gesamtanzahl 61 68 28 
Tbl. 1: Ergebnisse der Primärscreenings. Aufgeführt sind für die einzelnen Zelllinien 
jeweils die Gesamtanzahl der im Screening auffälligen Substanzen sowie eine Aufschlüs-
selung nach beobachtetem Effekt. 
 
Die hier zusammen gestellten Beobachtungen könnten einerseits durch die spezifische 
Modulation TRPV-homologer Ionenkanäle andererseits aber auch durch eine Reihe 
unspezifischer Effekte bedingt sein. Letztere umfassen u.a. (physikalische) Eigenschaften der 
Komponenten der Spectrum Collection, wie Eigenfluoreszenz und Absorption. Des Weiteren 
könnten aber auch zytotoxische Effekten auf die Parentalzelllinie zu Grunde liegen.  







Abb. 4: Selektionsprozess am Beispiel von TRPV2. Das Strukturgramm zeigt rechts 
die angewandten Selektionskriterien. Die Verminderung der Anzahl der Primärscreening-
Hits ist durch die kleiner werdenden Vierecke dargestellt. Auf die im untersten Rechteck 
benannten Substanzen wurde der endgültige Fokus gelegt und nur diese wurden im Verlauf 
weiter charakterisiert. 
 
Am Beginn des Selektionsprozesses wurden die erstellten Trefferlisten mit den Ergebnissen 
vorangegangener Screenings an weiteren Ionenkanälen abgeglichen. Dabei wurden 
Substanzen, die in allen Screenings auffällig waren, herausgefiltert, da ein genereller Effekt auf 
die Parentalzelllinie als sehr wahrscheinlich angenommen wurde. Der Abgleich lieferte darüber 
hinaus Erkenntnisse über Effekte der Substanzen an phylogenetisch verwandten TRP-
Ionenkanälen. Bestanden hier breite Überschneidungen, die auf eine fehlende Selektivität 
innerhalb der TRP-Kanal-Familie hindeuteten, wurde von einer Weiterverfolgung abgesehen. 
Wobei teilweise eine gewisse Unspezifität hingenommen wurde, wenn die Substanz 
pharmakologisch interessant erschien.  
Im nächsten Schritt erfolgte mittels Fura-2-gestütztem Ca2+-Imaging die direkte optische 





einige Substanzen zwar nicht initial nach deren Applikation- aber nach Zugabe des 
Aktivators 2-APB stark fluoreszierten und damit zu einer artifiziellen Verstärkung des 
Messsignals führten. Vermutlich kommt es hier erst durch die Interaktion der Substanz mit 
2-APB zur Entstehung chemischen Verbindungen mit starker Fluoreszenzintensität in einem 
Wellenlängenbereich, der mit dem der Indikatorfarbstoffe zu überlappen scheint. 
In sich anschließenden Verdünnungsreihen wurden näherungsweise ermittelte EC50- bzw. IC50-
Werte als weiteres Selektionskriterium herangezogen.  
Am Schluss dieses Ausleseprozesses wurde der Fokus gezielt auf drei Substanzen gelegt, die 
sich als möglichst potent, selektiv oder pharmakologisch interessant erschienen und die im 
weiteren Verlauf näher charakterisiert wurden: 
 
Alverincitrat und Valdecoxib als Modulatoren von HEKTRPV2-Zellen  
Valdecoxib als Modulator von HEKTRPV3-Zellen  







Der TRPV2-vermittelte Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration wird durch 
Alverincitrat blockiert. 
Die akute Zugabe von Alverincitrat führt zu einer deutlichen Reduktion des 2-APB-
getriggerten, TRPV2-vermittelten Calciumsignals (Abb. 5A). In vorangegangen Kontroll-
messungen zeigte Alverincitrat weder einen Effekt auf die Parentalzelllinie noch auf die 
Basalaktivität der HEKTRPV2-Zellen. 
 
  
Abb. 5: Alverincitrat blockiert den TRPV2-vermittelten Anstieg der [Ca2+]i.  
(A) Fura-2 gestützte Einzelzell-Fluoreszenzmessungen in HEKTRPV2-Zellen. Dargestellt ist 
[Ca2+]i im Zeitverlauf. Die grauen Spuren repräsentieren die einzelnen Zellen, die schwarze 
Linie entspricht dem Mittelwert. Wie durch die Balken markiert, wurde nach erfolgter 
Aktivierung mit 300 µM 2-APB, 100 µM Alverincitrat akut zugegeben. (B) Konzentrations-
Wirkungsbeziehung basierend auf [Ca2+]i-Assays in Fluo-4-beladenen HEKTRPV2-Zellen. Die 
Fluoreszenzintensitäten nach Aktivierung mit 300 µM 2-APB (F) wurden ins Verhältnis zur 
Ausgangsintensität (F0) gesetzt und in Abhängigkeit von der zur vorherigen Inkubation 
eingesetzten Alverincitratkonzentrationen dargestellt. Es handelt sich um eine beispielhaft 
gezeigte Einzelmessung mit Mittelwerten aus Doppelbestimmungen ± SD. 
 
Zur Überprüfung einer möglichen Konzentrationsabhängigkeit des beobachteten Effekts 
wurden Konzentrations-Wirkungsbeziehungen erstellt, so wie in Abbildung  5B exemplarisch 
abgebildet. Es zeigt sich mit ansteigender Konzentration an Alverincitrat eine Abschwächung 
der 2-APB-induzierten Signalverstärkung (F/F0). Diese sowie weitere Ergebnisse aus 





Aktivierung TRPV2-homologer Ionenkanäle nahe. Um zu überprüfen, ob der beobachtete 
Effekt von Alverincitrat auf TRPV2 spezifisch innerhalb der TRPV-Familie ist, wurden analoge 
Messungen vorgenommen. Dabei zeigte sich, dass Alverincitrat ebenfalls eine Modulation von 
TRPV4-Ionenkanälen bewirkt. Bei  TRPV1- und TRPV3-Ionenkanälen konnte dieses hingegen 
nicht beobachtet werden.  
 
Alverincitrat als kompetitiver Antagonist des TRPV4-Aktivators GSK1016790A 
Alverincitrat konnte die GSK1016790A-vermittelte Aktivierung von TRPV4 konzentrations-
abhängig inhibieren. Um Erkenntnisse über den Wirkmechanismus der Substanz an 
TRPV4-Ionenknälen zu gewinnen, wurden quantitative Konzentrations-Wirkungsbeziehungen 
erstellt. Diese zeigen bei einer Erhöhung der eingesetzten GSK-Konzentration sowohl einen 
steileren Kurvenverlauf als auch eine Zunahme der IC50-Werte (Abb. 6A-C). Bei den in dieser 
Abbildung dargestellten Grafiken handelt es sich um exemplarische Einzelmessungen. Als 
IC50-Werte wurden bei jeweils n = 5 folgende Konzentrationen ermittelt: 
Aktivierung mit 1 nM GSK:   8,1 ± 7,9 
Aktivierung mit 3 nM GSK: 11,6 ± 11,1  
Aktivierung mit 10 nM GSK: 27,7 ± 22,0 
Für das Vorliegen eines kompetitiven Antagonismus würde eine Abschwächung des 
blockierenden Effekts mit ansteigender, eingesetzter Aktivatorkonzentration sprechen. Hieraus 
resultierten größere IC50-Werte bei Aktivierung mit höheren GSK-Konzentrationen. Da die 
quantitativen Konzentrations-Wirkungsbeziehungen eben diese Dynamik zeigen, bestehen 
Anhaltspunkte für eine kompetitive Antagonisierung des (kanalspezifischen) TRPV4-







Abb. 6: Der TRPV4-Aktivator GSK1016790A wird durch Alverincitrat kompetitiv 
antagonisiert. Quantitative Konzentrations-Wirkungsbeziehungen auf Basis Fluo-4-
gestützer [Ca2+]i-Assays in HEKTRPV4-Zellen. Alverincitrat wurde in verschiedenen 
Konzentrationen vorgelegt. Die anschließende Aktivierung wurde mit 1 nM GSK (A), 
3 nM GSK (B) und 10 nM GSK (C) vorgenommen. Dargestellt sind die nach Aktivierung 
detektierten Fluoreszenzintensitäten (F) normiert auf die Ausgangsintensität (F0) in 
Anwesenheit verschiedener Alverincitratkonzentrationen. Exemplarisch sind Mittelwerte 







Valdecoxib blockiert den TRPV2-vermittelten [Ca2+]i –Anstieg. 
Der selektive COX-2-Hemmer Valdecoxib war im Screening der HEKTRPV2-Zelllinie durch 
eine Abschwächung des aktivatorinduzierten [Ca2+]i-Signals aufgefallen. Ein Effekt der 
Substanz auf die Parentalzelllinie oder die Basalaktivität der HEKTRPV2-Zellen wurde nicht 
detektiert.  
Die Abbildung 7A zeigt exemplarisch den Einfluss der Substanz auf HEKTRPV2-Zellen. Nach 
Registrierung der Basalaktivität über 100 Sekunden wurde die Aktivatorlösung (300 µM 
2-APB) appliziert.  
 
 
Abb. 7: TRPV2-vermittelter Anstieg der [Ca2+]i wird durch Valdecoxib blockiert. 
(A) Einzelzell-Fluoreszenzmessung in Fura-2-beladenen HEKTRPV2-Zellen. Dargestellt ist 
[Ca2+]i im Zeitverlauf. Die grauen Spuren entsprechen den einzelnen Zellen, die schwarze 
Linie entspricht dem Mittelwert. Die Applikationsintervalle sind durch Balken am oberen 
Grafikrand markiert. 2-APB wurde in einer Konzentration von 300 µM, Valdecoxib 
von 100 µM eingesetzt. (B) Die Konzentrations-Wirkungsbeziehung wurde nach Beladung 
mit Fluo-4 in HEKTRPV2-Zellen gemessen. Die Fluoreszenzintensitäten nach Aktivierung mit 
300 µM 2-APB (F) wurden auf die Ausgangsintensitäten (F0) normiert und in Abhängigkeit 
von der vorgelegten Valdecoxibkonzentration dargestellt. Abgebildet sind exemplarisch 
Mittelwerte aus Doppelbestimmungen ± SD.  
 
Daraufhin ist ein Anstieg der intrazellulären Calciumionenkonzentration in den 
HEKTRPV2-Zellen erkennbar, der beginnt in ein Plateau überzugehen. Die darauffolgende 
simultanen Applikation von 100 µM Valdecoxib und 300 µM 2-APB führt zu einem Einbruch 





ein erneuter 2-APB-induzierter Signalanstieg zu verzeichnen, welcher im Vergleich leicht 
abgeschwächt erscheint. 
Um zu überprüfen, inwieweit es sich bei den beobachteten Signalrückgängen um konzentra-
tionsabhängige Effekte handelt, wurden Konzentrations-Wirkungsbeziehungen erstellt 
(Abb. 7B). Hierbei zeigt sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen der Verminderung 
der 2-APB-indizierter Signalverstärkung (F/F0) und der applizierten Valdecoxibkonzentration. 
Darüber hinaus stützten elektrophysiologische Messungen die Hypothese, dass Valdecoxib 
TRPV2-Ionenkanäle reversibel inhibiert. 
 
Valdecoxib und Deracoxib jedoch nicht Rofecoxib potenzieren die Aktivierung von 
TRPV3-Ionenkanälen durch 2-APB 
Gegensätzlich zu der beobachteten Wirkung auf HEKTRPV2-Zellen führte die Valdecoxib-
applikation zu einer Potenzierung des 2-APB-getriggerten, TRPV3-vermittelteten [Ca2+]i-
Signals (Abb. 8A). Mittels Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurde die vermutete Kon-
zentrationsabhängigkeit dieses Effektes bestätigt und eine EC50 von 29 µM ermittelt (Abb. 8C). 
Weiterführend sollte überprüft werden, ob Deracoxib und Rofecoxib, als weitere Vertreter aus 
der Gruppe der COX-2-Hemmer, einen modulierenden Effekt auf TRPV2 und TRPV3 haben. 
Für TRPV2 konnte dies bei keiner der beiden Substanzen beobachtet werden. 
An HEKTRPV3-Zellen wurde für Rofecoxib kein Einfluss auf die [Ca
2+]i von detektiert. Die 
Applikation von Deracoxib hingegen bewirkte ebenfalls eine Potenzierung des 
2-APB-induzierten [Ca2+]i -Signals in den HEKTRPV3-Zellen (Abb. 8B). Hierfür wurde eine 
EC50 von 4 µM ermittelt. Betrachtet man die beiden untersuchten Coxibe im Vergleich, 
erscheinen der Maximaleffekt und die Potenz Deracoxibs deutlich größer (Abb. 8 C). Weder 







Abb. 8: Deracoxib und Valdecoxib potenzieren den 2-APB-induzierten, TRPV3-
vermittelten Anstieg der intrazellulären Calciumionenkonzentration. (A;B) Einzel-
zell-Fluoreszenzmessungen in Fura-2-beladenen HEKTRPV3-Zellen. Gezeigt ist [Ca2+]i im 
Zeitverlauf. Die grauen Spuren stellen die einzelnen Zellen dar, die schwarze Linie 
entspricht dem Mittelwert. Die Applikationsintervalle werden durch Balken am oberen 
Grafikrand markiert. Nach Aktivierung mit 50 µM 2-APB wurden 50 µM Valdecoxib bzw. 
50 µM Deracoxib appliziert. (C) Grundlage dieser Konzentrations-Wirkungsbeziehungen 
sind in Fluo-4-beladenen HEKTRPV3-Zellen durchgeführte [Ca2+]i-Assays. Es ging jeweils eine 
Aktivierung mit 100 µM 2-APB voraus. Dargestellt ist die prozentuale Steigerung gegenüber 
der Kontrolle, die nur mit 2-APB aktiviert wurde, in Anwesenheit verschiedener 






Die Monterpen-induzierte Aktivierung von TRPV3 wird partiell blockiert 
 in Anwesenheit von Valdecoxib und Deracoxib 
Im nächsten Schritt sollte überprüft werden, ob der beobachtete Einfluss der COX-2-Hemmer 
Deracoxib und Valdecoxib auf die Aktivierung von TRPV3 auch für weitere Aktivatoren 
reproduzierbar ist. Die Monoterpene Carvacrol und Thymol sind als Modulatoren von 
TRPV3-Kanälen beschrieben. (Vogt-Eisele 2007) Diese Substanzen wurden nicht im Screening 
eingesetzt, da durch sie keine starke, robuste Aktivierung erreicht wurde, zumindest nicht ohne 
unspezifische Effekte der Parentalzelllinie hinnehmen zu müssen. Um möglichst nur 
Substanzen mit hoher Potenz zu selektieren, hatte in den Screenings eine möglichst starke, 
robuste Aktivierung Priorität. Diese wurde jedoch durch die Monoterpene nicht erreicht, 
zumindest nicht ohne unspezifische Effekte der Parentalzelllinie hinnehmen zu müssen. Aus 
diesem Grund wurden sie nicht als Aktivatoren in den Screenings eingesetzt. Da das 
Augenmerk zum jetzigen Zeitpunkt jedoch auf einer möglichen Potenzierung des 
monoterpen-getriggerten, TRPV3-vermittelten [Ca2+]i-Influxes lag, konnte eine schwächere 
Aktivierung hingenommen werden. 
 
Abb. 9: Thymol und Carvacrol führen zu einem TRPV3-vermittelten Anstieg der  
[Ca2+]i. Die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen basieren auf Fluo-4-gestützten Cal-
ciumionenmessungen in HEK293- bzw. HEKTRPV3-Zellen. Die nach Monoterpenzugabe re-
gistrierten Fluoreszenzintensitäten (F) wurden ins Verhältnis zur Ausgangsintensität (F0) 
gesetzt und in Abhängigkeit von der eingesetzten Monoterpenkonzentration dargestellt. 
Exemplarisch abgebildet sind Mittelwerte aus Doppelbestimmungen ± SD. 
 
Es wurden Konzentrationsbereiche gewählt, in denen sich ein noch vernachlässigbar geringer 





HEKTRPV3-Zellen erkennbar war (Abb. 9). Dementsprechend wurde die Aktivierung mit 
125 µM Thymol und 250 µM Carvacrol vorgenommen.  
 
Abb. 10: Deracoxib und Valdecoxib blockieren die Monoterpen-induzierte 
Aktivierung von TRPV3. Konzentrations-Wirkungsbeziehungen basierend auf Fluo-4-
gestützten [Ca2+]i-Assays in HEKTRPV3-Zellen. Es ging jeweils eine Aktivierung mit dem am 
unteren Grafikrand aufgeführten Monoterpen voraus. Die Fluoreszenzintensitäten nach 
Aktivierung (F) wurden auf die Ausgangsintensitäten (F0) normiert und der zur vorherigen 
Inkubation eingesetzten Coxibkonzentration zugeordnet. Dargestellt sind beispielhaft 
Mittelwerte aus Doppelbestimmungen ± SD. Die IC50-Werte für die Substanz Valdecoxib 
sind am unteren Rand der Grafiken angegeben. Sie beziehen sich auf den partiellen Block.  
 
Der Einfluss einer Inkubation mit ansteigenden Konzentrationen an Deracoxib bzw. 
Valdecoxib auf die nachfolgende Aktivierung durch Carvacrol bzw. Thymol wurde durch 
Fluo-4-gestützte [Ca2+]i-Assays untersucht. Entgegen vorausgegangen Erwartungen wurde 
keine Potenzierung, sondern eine Abschwächung der monoterpeninduzierten Signal-





8 µM für eine Aktivierung mit Thymol und 16 µM für eine Aktivierung mit Carvacrol 
bestimmt. Wobei sich diese Werte auf den erzielten partiellen Block beziehen. Für Deracoxib 
konnten keine mittleren inhibitorischen Konzentrationen ermittelt werden, da keine Sättigung 
erreicht wurde.  
Zusammenfassend sind folgende Hypothesen zur Wirkung der selektiven COX-2-Hemmer 
Valdecoxib und Deracoxib an TRPV-homologen Ionenkanälen zu treffen: Valdecoxib blockiert 
den 2-APB-indizierten, TRPV2-vermittelten [Ca2+]i-Influx mit einer approximativ ermittelten 
IC50 von 19 µM. An TRPV3-homologen Ionenkanälen ist der modulierende Effekt dieser 
beiden Coxibe abhängig vom eingesetzten Aktivator. So wird einerseits eine Aktivierung durch 
2-APB potenziert, andererseits eine monoterpen-getriggerte Aktivierung abgeschwächt. Wobei 
Deracoxib im Vergleich zu Valdecoxib als potenterer Modulator erscheint.  
 
3.6 Maprotilin  
Maprotilin blockiert die TRPV4-Aktivierung durch GSK1016790A 
Im Screening der HEKTRPV4-Zelllinie zeigte sich, dass einer Inkubation mit Maprotilin ein 
verringerter GSK-getriggerter Signalanstieg folgte. Weitere Fluo-4-gestützte Fluoreszenz-
messungen (exemplarisch Abb. 11B) zeigten einen Zusammenhang zwischen der applizierten 
Maprotilinkonzentration und der Verminderung der Aktivierung.  
Des Weiteren wurde die Substanz, wie in Abbildung 11A  gezeigt, akut dazugegeben, um den 
Effekt auf eine bereits bestehende Aktivierung zu untersuchen. Der initial durch 
GSK-Applikation herbeigeführte Anstieg der [Ca2+]i ist im Verlauf der Messung leicht 
rückläufig. Die Zugabe von 100 µM Maprotilin führt zu einem abrupten, ausgeprägten Abfall 







Abb. 11: Maprotilin blockiert TRPV4-vermittelten, GSK-getriggerten [Ca2+]i-In-
flux. (A) Einzelzell-Fluoreszenzmessungen in Fura-2-beladenen HEKTRPV4-Zellen. Gezeigt 
ist [Ca2+]i  im Zeitverlauf. Die grauen Spuren stellen die einzelnen Zellen, die schwarze 
Linie den Mittelwert dar. Die Applikationsintervalle werden durch Balken am oberen Grafik-
rand markiert. Die Aktivierung wurde mit 100 nM GSK vorgenommen und Maprotilin in 
einer Konzentration von 100 µM appliziert. (B) Auf Basis von Fluo-4-gestützten Fluores-
zenzmessungen in HEKTRPV4-Zellen erstellte Konzentrations-Wirkungsbeziehung. Die nach 
Aktivierung mit 30 nM GSK detektierten Fluoreszenzintensitäten (F) wurden auf die Aus-
gangsintensität (F0) normiert und in Abhängigkeit von der zur vorherigen Inkubation einge-
setzten Maprotilinkonzentration dargestellt. Abgebildet sind exemplarisch Mittelwerte aus 
Doppelbestimmungen ± SD. 
 
Mittels quantitativer Konzentrations-Wirkungsbeziehungen sollte untersucht werden, inwie-
weit Maprotilin als kompetitiver Antagonist gegenüber dem kanalspezifischen Aktivator 
GSK1016790A wirkt. Dazu erfolgte eine parallele Aktivierung der HEKTRPV4-Zellen mit sich 
verringernden Konzentration an GSK1016790A (Abb. 12 A-C). Die niedrigeren 
Aktivatorkonzentrationen führten erwartungsgemäß zu einer schwächeren Aktivierung. Mit 
steigender Maprotilinkonzentration ist unabhängig von der eingesetzten GSK-Konzentration 
eine Verminderung der aktivatorinduzierten Signalverstärkung (F/F0) zu erkennen. Zusätzlich 
zeigt sich eine Rechtsverschiebung der IC50-Werte mit ansteigender Konzentration des 






Abb. 12: Kompetitive Antagonisierung des GSK-induzierten, TRPV4-vermittelten 
[Ca2+]i-Influxes durch Maprotilin. (A-C) Quantitative Konzentrations-Wirkungsbezie-
hungen aus Fluo-4-gestützten [Ca2+]i-Assays in HEKTRPV4-Zellen. Dargestellt ist jeweils das 
Verhältnis der nach Aktvierung detektierten Fluoreszenzintensitäten (F) zur Ausgangsin-
tensität (F0) in Abhängigkeit von der zur vorherigen Inkubation eingesetzten Maprotilin-
konzentration. Abgebildet sind beispielhaft jeweils Mittelwerte aus Doppelbestimmungen 
± SD.  
 
Bei den oben dargestellten Grafiken handelt es sich um exemplarische Einzelmessungen. Als 
IC50-Werte wurden bei jeweils n=4 folgende Konzentrationen ermittelt: 
Aktivierung mit 1 nM GSK:   7,4 ± 4,2 
Aktivierung mit 3 nM GSK: 12,3 ± 5,3  








Effekt von Maprotilin auf die [Ca2+]i in HEK293-Zellen 
Im Rahmen von Kontrollmessungen fiel auf, dass Maprotilin zu einem unspezifischen Anstieg 
der [Ca2+]i in der Parentalzellen HEK293 führte (Abb. 13A). Fluo-4-gestützte Fluoreszenz-
messungen zeigten, dass es sich hierbei um einen bei 50 µM beginnenden konzen-
trationsabhängigen Effekt handelt (Abb. 13B). 
Ein durch Maprotilin-getriggerter Anstieg der intrazellulären Calciumionenkonzentration ist 
bereits u.a. für Glioblastomazellen beschrieben. (Hsu 2004) 
 
 
Abb. 13: Maprotilin führt in Konzentrationen ab ca. 65 µM zu einem Anstieg der 
[Ca2+]i in HEK293-Zellen. (A) Einzelzell-Fluoreszenzmessung in Fura-2-beladenen 
HEK293-Zellen. Dargestellt ist [Ca2+]i im Zeitverlauf. Die einzelnen Zellen sind als graue, 
der Mittelwert als schwarze Linie dargestellt. Die Applikation von 100 µM Maprotilin ist 
durch einen grauen Balken markiert. (B) Grundlage der Konzentrations-Wirkungsbezie-
hung sind [Ca2+]i-Assays in Fluo-4-beladenen HEK293-Zellen. Die Fluoreszenzsignale nach 
Maprotilinzugabe wurden ins Verhältnis zur Ausgangsintensität gesetzt und in Abhängigkeit 
von der verwendeten Maprotilinkonzentration dargestellt. Bei den abgebildeten Daten-
punkten handelt es sich um Mittelwerte aus Doppelbestimmungen ± SD. 
 
Des Weiteren wurde beobachtet, dass Maprotilin in Konzentrationen ab 50 µM zu einer 
Abschwächung aktivatorinduzierter Signalverstärkungen in HEKTRPV1-Zellen und HEKTRPV2-
Zellen führt. Dies entspricht ca. der Schwellenkonzentration ab der ein Anstieg der [Ca2+]i in 
der Parentalzelllinie registriert wurde. In HEKTRPV3-Zellen wurde für Konzentration 







5  Diskussion 
4.1 TRPV4 
TRPV4 als pharmakologische Zielstruktur 
Das Reizdarmsyndrom wird als ein multifaktoriell bedingtes Krankheitsbild verstanden, dessen 
Prävalenz in Abhängigkeit von den Diagnosekriterien und in Bezug auf den Schweregrad stark 
variiert. (Lembo 2005) Für die westeuropäische Bevölkerung wird von einer Prävalenz von 
circa 10 % ausgegangen. (Delvaux 2003) Neben psychosozialen Faktoren und gastro-
intestinalen Infektionen wird auch eine gewisse viszerale Hypersensitivität als 
pathophysiologisch relevant betrachtet. Diese ist gekennzeichnet durch eine verstärkte 
Wahrnehmung intestinaler Stimuli. So zeigte sich beispielsweise bei Patienten, die an einem 
Reizdarmsyndrom litten, eine verringerte Toleranz gegenüber Ballon-induzierten Dehnungs-
reizen. (Ritchie 1973, Barbara 2004) 
Brierley et al. zeigten, dass TRPV4-Ionenkanäle sowohl in den sensorischen Afferenzen des 
Colons als auch vorwiegend in den äußeren Darmschichten (Serosa, Submukosa) in direkter 
Nähe zu mesenterialen Blutgefäßen exprimiert sind. Des Weiteren konnte nach Applikation 
von Eicosapentaensäure (5,6-EET) als endogenem TRPV4-Aktivator eine gesteigerte, sowie 
durch den nicht selektiven TRPV4-Blocker Ruthium Red eine verminderte Mechanosensitivität 
nachgewiesen werden, welche sich lediglich auf die rezeptiven Felder der äußeren 
Darmschichten beschränkte. Es wird davon ausgegangen, dass TRPV4-Ionenkanäle an der 
Entstehung mechanisch induzierter Schmerzzustände innerhalb des Gastrointestinaltraktes 
beteiligt sind. Da das Reizdarmsyndrom u.a. mit einer viszeralen Hypersensitivität einhergeht, 
stellen TRPV4-Ionenkanäle eine mögliche Zielstruktur für dessen pharmakologische Therapie 
dar. (Brierley 2008) 
Des Weiteren wird die Entstehung entzündlicher Veränderungen der Darmschleimhaut mit 
einer Aktivierung von TRPV4 in Zusammenhang gebracht. Im Tiermodell konnte durch eine 
selektive TRPV4-Inihibierung ein prophylaktischer Effekt auf die Colitis-Entstehung erzielt 
werden. Der topische oder systemische Einsatz von TRPV4-Antagonisten in der Therapie 
chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen könnte somit möglicherweise einen 






Die überaktive Blase als funktionelle Harnblasenstörung wird von der International Continence 
Society definiert als nicht mit einer Cystitis oder anderen Harnblasenerkrankungen in 
Zusammenhang stehender Harndrang mit oder ohne Inkontinenz, welcher normalerweise mit 
einer erhöhten Harnfrequenz und Nykturie verbunden ist. (White 2016) Es wurde 2005 eine 
Prävalenz von 10 % innerhalb der europäischen und kanadischen Bevölkerung ermittelt. (Irwin 
2006) Die Erkrankung ist vorwiegend durch eine Überaktivität des Musculus detrusor vesicae 
bedingt. Pathophysiologisch wird von einem komplexen Mechanismus aus urothelialen 
Faktoren, wie Alterationen auf Rezeptorebene, muskulären Faktoren, wie einer erhöhten 
Kontraktilität der glatten Muskelzellen sowie neuronalen Faktoren, wie einer verringerten 
zentralen bzw. peripheren Hemmung des Miktionsreflexes ausgegangen. (Roosen 2009) 
Im Tiermodell wurde durch Applikation des potenten TRPV4-Aktivators GSK1016790A die 
Symptomatik der überaktiven Blase in der Wildtyp- nicht aber in der TRPV4-defizienten-Maus 
herbeigeführt. (Thorneloe 2008) Eine Zystitis-induzierte Blasendysfunktion konnte durch den 
TRPV4-Blocker HC-067047 hinsichtlich einer Erhöhung der Harnblasenkapazität und einer 
Reduzierung der Miktionsfrequenz deutlich verbessert werden. (Everaerts, Zhen 2010) Hiermit 
wurden demnach Symptome, welche die überaktive Blase definieren, positiv beeinflusst, was 
eindrücklich das therapeutische Potenzial von TRPV4-Modulatoren in der Behandlung von 
Harnblasendysfunktionen deutlich macht. 
Des Weiteren sind TRPV4-Ionenkanäle von pathophysiologischer Bedeutung für die Genese 
des Lungenödems als potentiell letales Krankheitsbild. So ist eine Hochregulierung von 
TRPV4-Ionenkanälen in den Pulmonalgefäßen von Herzinsuffizienzpatienten beschreiben. 
(Thorneloe 2012) Es wurde gezeigt, dass die Aktivierung von TRPV4 zu einer verstärkten 
Permeabilität des Lungenendothels führt. (Alvarez 2006) Über eine konsekutive Erhöhung des 
Filtrationskoeffizienten tragen TRPV4-Ionenkanäle zur Entstehung des Lungenödems im 
Wildtyp, jedoch nicht in TRPV4-defizienten Mäusen, bei. Dieser Prozess konnte in isolierten 
Ratten- und Kaninchenlungen durch eine Inhibierung von TRPV4 mit GSK2193874 
konzentrationsabhängig eliminiert werden. Im Tiermodell wurde darüber hinaus der Einfluss 
des TRPV4-Inihibitors GSK2193874 auf Herzinsuffizienz-induzierte Lungenödeme 
untersucht. Dabei wurden sowohl präventive als auch therapeutische Erfolge erzielt. Während 
sich eine zu erwartende Beeinflussung von Blutdruck, Herzfrequenz, Osmo-regulation und 
Diuretikawirkung durch die systemische Applikation eines TRPV4-Inihibitors nicht bestätigte. 





gezeigt werden. Durch diese Untersuchungen wird die Bedeutung von TRPV4-Ionenkanälen 
für die Entstehung und Therapie des Lungenödems deutlich. Eine pharmakologische 
Inhibierung von TRPV4 erscheint somit als ein vielversprechender Ansatzpunkt für die 
Entwicklung neuartiger Prophylaxe- und Therapieansätze. (Thorneloe 2012) Gegen einen 
systemischen Einsatz eines TRPV4-Antagonisten sprechen jedoch die zu erwartenden 
unerwünschten Arzneimittelwirkungen aufgrund der weitverbreiteten Expression und der damit 
einhergehenden Beeinflussung von teils lebenswichtigen Vorgängen wie der Autoregulation 
des Blutflusses. (Dietrich 2019) 
 
Charakterisierung der antagonistischen Wirkung von Alverincitrat und Maprotilin an 
TRPV4-Ionenkanälen 
In Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigte Maprotilin einen inhibitorischen Effekt auf 
den TRPV4-vermittelten [Ca2+]i -Influx. 
Während Kontrollmessungen fiel auf, dass bereits in parentalen HEK293 Kontrollzelllinie die 
Applikation von Maprotilin zu einem konzentrationsabhängigen Anstieg von [Ca2+]i führt. 
Hingegen wurde in HEKTRPV4-Zellen die GSK-getriggerte TRPV4-Aktivierung in Anwesenheit 
von Maprotilin blockiert.  
Eine Erhöhung der [Ca2+]i ist einerseits durch einen Einstrom aus dem Extrazellularraum über 
spannungsabhängige oder über ligandengesteuerte Ionenkanäle andererseits durch eine 
Calciumionenfreisetzung aus intrazellulären Speichern möglich. Als intrazelluläre 
Calciumionenspeicher fungieren das ER und die Mitochondrien einer Zelle. Die 
Calciumionenfreisetzung aus diesen erfolgt über IP3- und Ryanodinrezeptoren. Für Transport 
von Calciumionen aus den Mitochondrien sind verschiedene Efflux-Mechanismen bekannt, wie 
beispielsweise der aktive, natriumabhängige Transport über Na+/Ca2+-Antiporter. (Hans-
ford 1994, Gunter 2000, Görlach 2015) 
Das tetrazyklische Antidepressivum Maprotilin ist als nichtselektiver Monamin-Wieder-
aufnahme-Hemmer seit 1989 für die Behandlung depressiver Erkrankungen zugelassen. In vitro 
wurden weitere Wirkungen der Substanz nachgewiesen, die vor allem die [Ca2+]i betreffen. 
(Hsu 2004) So beobachteten Hsu et al. in Fura-2-gestützten Fluoreszenzmessungen einen 
Anstieg der [Ca2+]i in Neuroblastomzellen nach Applikation von Maprotilin in Konzentrationen 





Um zu überprüfen, inwiefern der Anstieg der [Ca2+]i  auf einem Calciumioneneinstrom beruht, 
wurden die extrazellulären Calciumionen eliminiert. Hieraus resultierte eine Verminderung des 
Maprotilin-induzierten Effekts um die Hälfte. Zur weiteren Charakterisierung der beteiligten 
Influxmechanismen wurde der Einfluss der Calciumkanalblocker Nifedipin, Verapamil und 
Diltiazem auf den Maprotilin-induzierten Anstieg der [Ca2+]i  untersucht. Lediglich Nifedipin 
als Calciumkanalblocker vom Dihydropyridintyp bewirkte eine Abschwächung des Effekts um 
50 %. Des Weiteren zeigte sich, dass nach einer Entleerung der intrazellulären 
Calciumionenspeicher durch den SERCA-Inihibitor Thapsigargin sowie der Eliminierung 
extrazellulärer Calciumionen die Applikation von Maprotilin zu keinem weiteren Anstieg der 
[Ca2+]i führte. Auf Basis dieser Beobachtungen wird davon ausgegangen, dass Maprotilin 
sowohl über eine Verstärkung des extrazellulären Calciumioneneinstroms mittels Aktivierung 
Nifedipin-sensitiver Calciumkanäle als auch über eine Calciumionenfreisetzung aus 
intrazellulären Speichern zu einem Anstieg der [Ca2+]i in Neuroblastomzellen führt. In 
Tubulusepithel- und Prostatakarzinomzellen konnte dieser Effekt ebenfalls beobachtet werden. 
(Hsu 2004, Hsu 2004, Hsu 2004) 
Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass zumindest ein Teil des inhibitorischen Effekts von 
Maprotilin auf den oben näher charakterisierten, durch die Substanz induzierten Anstieg der 
[Ca2+]i  basiert, da ein Einfluss der [Ca
2+]i  auf die Offenwahrscheinlichkeit von TRPV4-
Ionenkanälen beschrieben ist. Eine TRPV4-Inhibierung durch einen Anstieg der [Ca2+]i mit 
IC50-Werten zwischen ~406 nM (Watanabe 2002) und ~591 nM (Watanabe, Vriens, Janssens) 
sind beschrieben. Maprotilin führte bei Einzelzell-Fluoreszenzmessung in Fura-2-beladenen 
HEK293-Zellen zu einem Anstieg der [Ca2+]i  auf ~170 nM. Somit kann nicht ausgeschlossen 
werden, dass der beobachtete, inhibitorische Effekt des Maprotilins auf die HEKTRPV4-Zelllinie 
auf dieser induzierten Erhöhung der [Ca2+]i basiert. Jedoch wurde in anschließenden Patch-
Clamp-Messungen in der whole-cell Konfiguration, bei denen die intrazelluläre 
Calciumionenkonzentration durch den Chelatbildner  Ethylendiamintetraacetat (EDTA) stabil 
gehalten werden kann, der inhibitorische Effekt von Maprotilin auf TRPV4-Kanäle bestätigt 






Maprotilin und Alverincitrat führten zu einer Inhibierung des TRPV4-vermittelten, GSK-
induzierten [Ca2+]i-Influxes. Des Weiteren zeigte sich in quantitativen Konzentrations-Wir-
kungsbeziehungen mit ansteigender Aktivatorkonzentration eine Rechtsverschiebung der 
Kurven mit konsekutiver Erhöhung der IC50-Werte. 
Bei einer reversiblen Bindung des Pharmakons (an seine Zielstruktur) kann ein antagonistischer 
Effekt auf drei verschiedene Arten vermittelt werden: Der funktionelle Antagonismus 
beschreibt ein Wirken der Modulatoren über unterschiedliche Zielstrukturen, durch welches 
gegensätzliche biologischen Effekte induziert werden. Der kompetitive Antagonismus 
hingegen zeichnet sich dadurch aus, dass der Antagonist an der Bindungsstelle des Agonisten 
bindet aber keine Wirkung auf die Zielstruktur hat. Damit blockiert er jedoch eine mögliche 
Aktivierung durch den Agonisten. In diesem Fall entscheiden Affinität und Konzentration 
darüber, welcher Modulator mehr Bindungsstellen besetzen kann. Dies bedeutet auch, dass bei 
ähnlicher Affinität der Antagonist durch eine Erhöhung der Agonistenkonzentration verdrängt 
werden kann. Dieses Charakteristikum spiegelt sich in einer Rechtsverschiebung der 
Konzentration-Wirkungsbeziehung mit konsekutiver Erhöhung der IC50 wider. Bindet ein 
Antagonist an dieselbe Zielstruktur jedoch an eine andere Bindungsstelle als der Agonist, 
spricht man von einem nichtkompetitiven Antagonismus. Der Antagonist stabilisiert hierbei die 
inaktive Konfiguration des Rezeptors und wirkt so dem Agonisten entgegen. In diesem Fall 
kann durch eine Steigerung der Agonistenkonzentration weder eine Abschwächung des 
inhibitorischen Effekts noch eine Erhöhung der IC50 bewirkt werden. Der maximale Effekt des 
Agonisten kann in Gegenwart zum nichtkompetitiven Antagonisten nicht erreicht werden.  
Die Konzentrations-Wirkungsbeziehungen der Substanzen Alverincitrat und Maprotilin zeigen 
mit der Steigerung der TRPV4-Aktivatorkonzentration eine Rechtsverschiebung der 
Konzentrations-Wirkungsbeziehung und eine damit einhergehende Erhöhung der IC50-Werte. 
Hieraus lässt sich die Hypothese ableiten, dass es sich um einen kompetitiven Antagonismus 
handeln könnte. Zur Bestätigung dieser bedarf es jedoch der Kristallstruktur des TRPV4-
Kanalproteins sowie einer Charakterisierung der Bindestelle. Während erstere für die Spezies 
Xenopus tropicalis verfügbar ist, fehlen zum jetzigen Zeitpunkt noch Erkenntnisse zur 







TRPV2 als pharmakologische Zielstruktur 
Die Muskeldystrophie Duchenne (DMD) ist eine der häufigsten neuromuskulären 
Erkrankungen im Kindesalter mit einer Inzidenz von 1:4000 Neugeborenen. Sie geht mit einer 
progredienten, proximal beginnenden Muskelschwäche einher, welche im späteren Verlauf zu 
einer Rollstuhlpflichtigkeit und lebensverkürzenden Lungenfunktionsstörungen führt. Eine 
kausale Behandlung ist derzeit nicht möglich. Die Lebensqualität der Patienten ist stark 
abhängig von supportiven Maßnahmen, wie Physiotherapie. Die Erkrankung beruht auf einer 
x-chromosomalen Mutation. Diese bedingt eine fehlende Expression des Proteins Dystrophin 
als wichtigen Bestandteils der Muskelzellmembran. Hieraus resultiert eine gesteigerte 
Permeabilität des Sarkolemms, die mit einem erhöhten Calciumioneneinstrom sowie einer 
Aktivierung von Proteasen einhergeht und letztendlich zur Nekrose der Muskelzelle führt. (Vry 
2012) 
Die mdx-Maus ist das meist genutzte Tiermodell für die DMD. (Manning 2015) Ein 
spezifisches Charakteristikum des dystrophen Muskels ist seine Vulnerabilität für exzentrische 
Muskelkontraktion, welche mit einer Muskeldehnung einhergehen. (Moens 1993) Die 
dehnungsinduzierte Muskelzelldegeneration basiert höchstwahrscheinlich auf einer 
gesteigerten Membranpermeabilität. Dabei wird nicht davon ausgegangen, dass dieses rein 
mechanisch bedingt ist. Vielmehr scheint ein Anstieg der [Ca2+]i sowie reaktive Sauerstoff-
spezies (ROS) ursächlich zu sein. (Moens 1993, Allen 2010) 
Der pathophysiologisch relevante erhöhte Calciumioneneinstrom konnte durch Gd3+, La3+ 
sowie SKF-96365 geblockt und durch Membrandehnung und IGF-1(insulin-like growth factor 
1) gesteigert werden. Diese Beobachtungen führten zur Hypothese, dass TRPV2-vermittelte 
Calciumionenströme zur Muskeldegenerationen im Rahmen einer DMD beitragen. Des 
Weiteren wurde gezeigt, dass ein TRPV2-Knockout in mdx-Mäusen zu einem reduzierten 
Anstieg von [Ca2+]i  sowie einer Verbesserung der histologischen und physiologischen 
Charakteristika der Erkrankung führt. (Iwata 2009) Die Inkubation dystropher Muskulatur mit 
dem TRPV2-Inhibitor SKF-96365 bewirkte eine signifikante Reduktion der Muskelschwäche. 
Des Weiteren konnte eine deutliche Verringerung der dehnungsinduziert gesteigerten 
Membranpermeabilität in Muskeln mit einer dominant negativen TRPV2-Mutation 





vermittelter Anstieg von [Ca2+]i zumindest partiell zu den beschriebenen Membran-
veränderungen und damit (letztendlich) zur Muskelzelldegeneration beiträgt. TRPV2-
Ionenkanäle stellen somit eine pharmakologische Zielstruktur für die Behandlung der DMD 
dar. (Iwata 2009, Zanou 2009) 
In Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit zeigten, dass Alverincitrat einen inhibitorischen 
Effekt auf den TRPV2-und TRPV4-Ionenkanäle besitzt. Alverincitrat ist seit 1990 in 
Großbritannien als Spasmolytikum zur Behandlung des Reizdarmsyndroms, Divertikulitis-
bedingten Schmerzzuständen und der Dysmenorrhoe zugelassen. Es handelt sich bei der 
Substanz um ein vom Papaverin abgeleitetes nichtatropinerges Relaxans der glatten 
Muskulatur. (Delvaux 1999) Alverincitrat beeinflusst neben der Motilität auch die Sensitivität 
des Magen-Darm-Trakts (Wittmann 2010) Bezüglich des Wirkmechanismus der Substanz 
findet man in der Literatur verschiedene, teilweise auch divergierende Erklärungsansätze. 
Bouvier et al. beobachteten eine Reduktion der spontanen Muskelkontraktionen und der 
nervalen Kontrolle während Hayase et al. einen andersartigen paradoxen Effekt der Substanz 
(auf die Kontraktilität der glatten Muskulatur) beschrieben. (Bouvier 1992, Hayase 2007)  
Demnach steigert Alverincitrat einerseits die Amplitude und Frequenz der spontanen 
Muskelkontraktionen, reduziert aber gleichzeitig die Amplitude von evozierten Kontraktionen. 
Dabei wird davon ausgegangen, dass es zu einer Steigerung des Calciumioneneinstroms in die 
Muskelzelle durch eine Inhibierung der Inaktivierung von spannungsabhängigen 
Calciumkanälen kommt. Die Reduzierung der evozierten Muskelaktivität wiederum könnte auf 
einer Verringerung der Calciumionensensitivität der kontraktilen Muskelproteine basieren. 
(Hayase 2007)  
Des Weiteren ist beschrieben, dass Alverincitrat eine verringerte Sensitivität von 
Mechanorezeptoren bewirkt. (Abysique 1999) Coelho et al gehen davon aus, dass Alverincitrat 
als spezifischer Antagonist 5-HT1A-Rezeptoren blockiert und so zur Reduzierung der 
intestinalen Hypersensitivität beiträgt (Coelho 2001) Eine Inhibierung von TRPV4-
Ionenkanälen geht ebenfalls mit einer Verringerung der viszeralen (Hyper)sensitivität einher. 
(Vergnolle 2014, Fichna 2012, Holzer 2011) Da Alverincitrat, wie hier gezeigt werden konnte, 
als Antagonist an TRPV4 wirkt, ist nicht auszuschließen, dass der biologische Effekt der 
Substanz zumindest partiell auf diesem Antagonismus basieren könnte. Aus den 
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen wurden jedoch IC50-Werte im mikromolaren Bereich 





Anwendung mit 7,7 nM (MHRA 2009) im nanomolaren Bereich liegt. Es erscheint daher 
unwahrscheinlich, dass es unter therapeutischer Dosierung von Alverincitrat zu einer 
Inhibierung von TRPV4-Ionenkanälen kommt. 
Die Motilität des Magen-Darm-Trakts wird ebenfalls durch TRPV2-Ionenkanäle moduliert. 
Somit stellt sich die Frage, ob möglicherweise die beobachtete Inhibierung von TRPV2 durch 
Alverincitrat zu dessen Wirkung beiträgt. Mihara et al. beobachten an isolierten murinen 
Därmen nach der Applikation von TRPV2-Agonisten eine NO-abhängige Relaxation der 
glatten Muskulatur sowie eine Steigerung der intestinalen Transitzeit. Eine mögliche 
Inhibierung von TRPV2-Ionenkanälen müsste demnach mit verstärkten Darmwand-
kontraktionen einhergehen. Diese könnten als die von Hayase et al. beschriebene gesteigerte 
Spontanaktivität angesehen werden. Betrachtet man jedoch die erstellten Konzentration-
Wirkungsbeziehungen, welche IC50-Werte im mikromolarem Bereich zeigen, wird deutlich, 
dass bei der maximalen Plasmakonzentration von 7,7 nM (MHRA 2009) noch keine Inhi-
bierung der TRPV2-Ionenkanäle auftritt. Allerdings registrierten Hayase et al. eine Steigerung 
der Spontanaktivität an isolierten Detrusormuskeln bei Alverinkonzentrationen von 1-100 µM. 
Es ist somit nicht auszuschließen, dass der von ihnen beobachtete Einfluss der Substanz (auf 
die spontanen Muskelkontraktionen) zumindest partiell auf einer Inhibierung von TRPV2-
Ionenkanälen beruht. (Hayase 2007, Mihara 2010) 
 
4.3 TRPV3 
TRPV3 als pharmakologische Zielstruktur 
In den Industrieländern leiden 10-20% der Kinder sowie 1-3% der Erwachsenen an dem 
Krankheitsbild der Atopischen Dermatitis. Die Diagnose kann beim Vorliegen von drei Haupt- 
und vier Nebenkriterien gestellt werden. Die Hauptkriterien umfassen den Pruritus, die typische 
Morphe und Lokalisation, einen chronischen oder rezidivierenden Verlauf sowie eine atopische 
Eigen- oder Familienanamnese.  
Die Aktivierung von TRPV3-Ionenkanälen trägt über eine Freisetzung von Entzündungs-
mediatoren, welche wiederum eine Sensitivierung afferenter Fasern bewirken, zur 
Pruritusentstehung bei. (Zhang 2015) Des Weiteren wiesen von einer Atopischen Dermatitis 
betroffene Hautbezirke u.a. eine Überexpression von TRPV3-Ionenkanälen auf. (Bianchi 2012) 





von Dermatitiden. (Yamamoto-Kasai 2013) Bei diesen wurden neben den klinischen 
Symptomen auch typische, histologische und serologische Veränderungen einer Atopischen 
Dermatitis, wie Mastzellinfiltrationen und ein erhöhtes Gesamt-IgE nachgewiesen. Diese 
Beispiele zeigen, dass TRPV3-Antagonisten durchaus eine geeignete therapeutische 
Zielstruktur für die Behandlung des Pruritus sowie verschiedener dermatologischer 
Erkrankungen darstellen. (Steinhoff 2009, Brederson 2013, Nilius 2013, Yang 2014) 
TRPV-Ionenkanäle eignen sich als pharmakologischer Angriffspunkt für Schmerztherapeutika. 
(Satheesh 2016) In den letzten Jahren zeigten mehrere niedermolekulare TRPV3-Antagonisten 
Effektivität in präklinischen Schmerzmodellen. So entwickelte Hydra Biosciences zwei 
Substanzen (WO 2006/122156 A2, WO 2007/ 056124 A2) mit guter Selektivität und moderater 
Potenz. GRC15300 von Glenmark Pharmaceuticals stellte sich als sehr potenter und selektiver 
TRPV3-Antagonist heraus. Die Substanz zeigte eine Diclofenac-überlegende Wirksamkeit in 
der Reduzierung mechanisch induzierter Schmerzzustände und erzielte in neuropathischen 
Schmerzmodellen Effekte, welche mit dem etablierten Therapeutikum Pregabalin vergleichbar 
waren. Unerwünschte Wirkungen auf die Temperaturpräferenz und Fortbewegung konnten 
ausgeschlossen werden. (Schaefer 2014) Nach durchlaufenen präklinischen und klinischen 
Phase-I-Studien wurden 2013 die Phase-II-Studien für GRC15300 eingestellt. (Broad 2016) In 
diesem Abschnitt einer Arzneimittelstudie werden vor allem die biologischen Effekte sowie die 
Pharmakokinetik und Verträglichkeit evaluiert. Trotzdem werden TRPV3-Ionenkanäle als 
geeignete pharmakologische Zielstruktur für die Schmerztherapie angesehen. Es verbleiben 
jedoch einige Bedenken, wie beispielsweise, dass durch eine systemische Inhibierung von 
TRPV3-Ionenkanälen Alterationen in der Hautphysiologie induziert werden könnten. (Huang 
2013, Brederson 2013) 
 
Gegensätzliche Effekte der COX-2-Hemmer an TRPV3-Ionenkanälen in Abhängigkeit 
vom Aktivierungsmodus 
Die COX-2-Hemmer Deracoxib und Valdecoxib zeigten in Untersuchungen im Rahmen dieser 
Arbeit in Abhängigkeit vom Aktivierungsmodus einen gegensätzlichen Effekt an 
TRPV3-Ionenkanälen. Es wurde eine Potenzierung der TRPV3-Aktivierung durch 2-APB 






Thermosensitive TRP-Ionenkanäle wie TRPV3 werden als allosterisch regulierte Proteine 
angesehen. (Latorre 2007) Darüber hinaus sind auch Synergismen zwischen chemisch 
verschiedenen Liganden als ein bei thermosensitiven TRPV-Ionenkanälen häufig beobachtetes 
Phänomen beschrieben. Aus Mutationen von Cysteinresten in der Porenregion von TRPV3-
Ionenkanälen resultierte ein vollständiger Verlust der Aktivierbarkeit durch Campher bei 
erhaltener 2-APB-Sensitivität. (Sherkheli 2013) Des Weiteren führte die N-terminale Mutation 
H426N zu einer starken Reduzierung der 2-APB-Sensitivität ohne die Aktivierbarkeit der 
TRPV3-Ionenkanäle durch Campher zu beeinflussen. (Hu 2009) Hieraus lässt sich ableiten, 
dass die Bindungsstellen für 2-APB und Campher an TRPV3-Ionenkanälen 
höchstwahrscheinlich nicht ident sind. Von dieser Hypothese ausgehend, kann der folgende 
Erklärungsansatz für die in Abhängigkeit vom Aktivierungsmodus gegensätzlichen Effekte der 
beiden untersuchten COX-2-Hemmer an TRPV3-Ionenkanälen formuliert werden: Deracoxib 
und Valdecoxib könnten eine ähnliche oder identische Bindungsstelle an TRPV3-Ionenkanälen 
aufweisen wie die Monoterpene Thymol und Carvacrol. Bei einer gleichzeitig bestehenden 
geringeren intrinsischen Aktivität der COX-2-Hemmer würden diese dann in Gegenwart der 
Monoterpene als partielle Antagonisten wirken. Hieraus ergibt sich der beobachtete 
inhibitorische Effekt von Deracoxib und Valdecoxib auf die monoterpen-getriggerte TRPV3-
Aktivierung. Bei einer Aktivierung durch 2-APB hingegen würde es zu einem (allosterischen) 
Synergismus von 2-APB und den dann partiellen Agonisten Deracoxib bzw. Valdecoxib 
kommen. Aus diesem resultiert eine Potenzierung der TRPV3-Aktivierung, welche beobachtet 
wurde.  
 
Vergleich der Molekülstrukturen der COX-2-Hemmer 
Cyclooxygenasehemmer, wie die Acetylsalicylsäure, werden breit therapeutisch eingesetzt. 
Neben den erwünschten analgetischen und antiphlogistischen Eigenschaften dieser 
Nichtsteroidalen Antiphlogistika (NSAP) bestehen auch unerwünschte Arzneimittelwirkungen 
(UAW), wie Magenschleimhautschädigungen und eine Hemmung der Thrombozyten-
aggregation, welche lediglich für einen Teil der Patienten mit kardiovaskulären Erkrankungen 
ein zusätzliches Benefit bedeutet. Von den zwei Isoenzymen der Cyclooxygenase (COX) wird 
nur die COX-1 konstitutiv exprimiert. Die Expression der COX-2 wird erst durch 
Entzündungen oder Gewebsschäden induziert. Es bestand die Vermutung, dass die erwünschten 





die UAW auf der Hemmung der COX-1 beruhen. Aus dieser Hypothese entsprang der Anreiz 
zur Entwicklung selektiver COX-2-Hemmer. Mit den Substanzen Meloxicam, Celecoxib, 
Etoricoxib und Parecoxib als enteral applizierbares Prodrug von Valdecoxib konnte eine 
selektive COX-2-Inhibierung erzielt werden. Wobei Meloxicam lediglich über eine geringe 
COX-2-Selektivität verfügt. Hierdurch konnte eine Verringerung der 
Magenschleimhautschädigungen sowie eine Eliminierung der Thrombozytenhemmung erreicht 
werden. Allerdings traten kardiovaskuläre UAW auf, welche sogar zu Marktrücknahmen 
führten, wie im Falle von Rofecoxib. Aus diesem Grund gelten COX-2-Hemmer bei Patienten 
mit kardiovaskulären Vorerkrankungen als kontrainduziert.  
Es wurden drei COX-2-Hemmer hinsichtlich ihrer Wirkung an TRPV3-Ionenkanälen 
untersucht. Bei Deracoxib und Valdecoxib zeigte sich, im Gegensatz zu Rofecoxib, in 
Abhängigkeit von der Aktivierungsart ein potenzierender bzw. inhibitorischer Effekt. Da nicht 
alle drei COX-2-Hemmer eine modulierende Wirkung zeigten, lässt sich vermuten, dass diese 
nicht auf einer Hemmung der COX basiert.  
Substanzen mit ähnlicher chemischer Struktur jedoch unterschiedlichen modulatorischen 
Effekten an derselben Zielstruktur bieten die Möglichkeit einer Identifikation der für die 
Bindungsstärke essentiellen Molekülbestandteile. Protein-Ligand-Interaktionen werden 
hauptsächlich durch H-Brücken und ionische Wechselwirkungen bestimmt. Deshalb sind 
bezüglich der Bindungsstärke vor allem Substituenten und funktionelle Gruppen relevant, 
welche in der Lage sind eben diese auszubilden. Im Idealfall würde man zwei Protein-Ligand-
Komplexe mit divergierenden Bindungsstärken betrachten. Sollten sich diese lediglich durch 
die Ausbildung einer zusätzlichen H-Brücke unterscheiden, könnten hieraus 
Schlussfolgerungen über ihre Bedeutung für die Bindungsstärke gezogen werden. (Klebe 2009) 
Substanzen einer Wirkstoffgruppe weisen oft sehr ähnliche chemische Strukturen auf. Somit 
wäre es möglich, dass eine funktionelle Gruppe identifiziert werden könnte, durch die sich 
Deracoxib und Valdecoxib einerseits und Rofecoxib andererseits unterscheiden und welche 
dann höchstwahrscheinlich für den modulatorischen Effekt der beiden erst genannten essentiell 
wäre. Jedoch sind die chemischen Strukturen von Deracoxib, Valdecoxib und Rofecoxib zu 





4.4 Ausblick  
Der Weg vom Treffer (Hit) eines Screenings zum Pharmakon führt über die Identifizierung 
pharmakologischer Leitstrukturen, welche sowohl die erwünschte biologische Wirkung 
aufweisen als auch die Möglichkeit bieten, durch chemische Modifikation Analoga zu 
synthetisieren. Leitstrukturen bilden aber nur den Ausgangspunkt der Wirkstoffentwicklung 
und bedürfen noch einer weiteren Optimierung hinsichtlich ihrer Spezifität, Wirkstärke- und 
dauer sowie ihrer UAW und Toxizität. Dazu bedarf es zuvor einer Evaluation dieser 
pharmakologischen Kenngrößen. So wäre beispielsweise die Spezifität der vier in dieser Arbeit 
beschriebenen Modulatoren innerhalb der TRP-Ionenkanalfamilie aber auch bezüglich anderer 
Ionenkanäle zu untersuchen. Des Weiteren sollte der Wirkmechanismus der Substanzen weiter 
charakterisiert werden. Eine direkte Wirkung der Modulatoren am Ionenkanal ist beispielsweise 
durch Patch-Clamp-Messungen in Inside-out-Konfiguration verifizierbar. (Klebe 2009) 
Die vier in dieser Arbeit beschriebenen Modulatoren bieten den Vorteil, dass es sich um bereits 
zugelassene Medikamente handelt, wobei Deracoxib nur in der Veterinärmedizin eingesetzt 
werden darf. Es liegen somit bereits Daten zu ihren UAW sowie ihrer Pharmakokinetik- und 
dynamik vor. Hierdurch kann mittels des Vergleichs der maximalen Plasmakonzentration und 
der in dieser Arbeit näherungsweise ermittelten EC50- bzw. IC50-Werte schon eine Aussage zu 
ihrer therapeutischen Einsetzbarkeit getroffen werden. Diese ist vordergründig für Substanzen 
in Erwägung zu ziehen, dessen mittlere effektive bzw. inhibitorische Konzentrationen nicht 
oberhalb ihrer maximalen Plasmakonzentrationen liegen. Betrachtet man diesbezüglich die vier 
in dieser Arbeit beschriebenen TRPV-Modulatoren, wird dieses Kriterium von keiner Substanz 
erfüllt: Die IC50 von Alverincitrat liegt im zweistelligen mikromolaren Bereich und übersteigt 
damit deutlich die maximale Plasmakonzentration von ~7,7 nM. (MHRA 2009) Ähnlich verhält 
es sich mit der Substanz Valdecoxib, deren IC50-Werte ebenfalls im zweistelligen 
mikromolaren Bereich liegen und für die eine maximale Plasmakonzentration von ~1,6 µM 
beschrieben ist. (Karim 2001) Als maximale Plasmakonzentration von Deracoxib wurden 
~1,4 nM nach einer Einmalgabe von 2 mg/kg an 6 gesunde Pferde registriert. (Davis 2011) 
Auch diese maximale Plasmakonzentration übersteigt damit die für Deracoxib näherungsweise 
ermittelte EC50, welche im ein- bis zweistelligen mikromolaren Bereich liegt. Für Maprotilin 
ist ein therapeutischer Konzentrationsbereich von 240-800 nM angegeben. (Wille 2005) Die 
IC50 für die Inhibierung von TRPV4-Ionenkanälen liegt im mikromolaren Bereich und damit 





Einsatz ist somit für alle vier untersuchten Substanzen nur dann in Erwägung zu ziehen, wenn 
eine Optimierung ihrer Potenz durch chemische Modifikationen erreicht werden kann. Diese 
würden allerdings auch eine erneute Evaluation von Spezifität, Wirkdauer, UAW und Toxizität 
und damit weitere in-vivo-Untersuchungen notwendig machen. 
Neben der Weiterentwicklung zu pharmakologischen Leitstrukturen können im Screening 
selektierte Modulatoren auch zum Erstellen von Struktur-Wirkungsbeziehungen genutzt 
werden. Diese ermöglichen die Identifikation der chemischen Struktureigenschaften, welche 
für die biologische Wirkung essentiell sind. Aber auch Substrukturen, welche eine 
unerwünschte Wirkung vermitteln, können auf diese Weise erkannt und gegebenenfalls aus 
dem Molekül eliminiert werden. Des Weiteren besteht die Möglichkeit wiederkehrende 
Strukturmotive innerhalb aller Substanzen, die eine biologische Aktivität an dem zu 
untersuchenden Ionenkanal aufweisen, zu identifizieren. Diese privileged structures können 
genutzt werden, um fokussierte Bibliotheken zu erstellen. Hierdurch werden eine Reduzierung 
der zu testenden Compounds/Substanzen sowie eine Steigerung der Erfolgsaussichten des 
Screenings erreicht. (Hüser 2006) 
Ein Einsatz der im Screening identifizierten Modulatoren als zellbiologische Werkzeuge 
ermöglicht eine Charakterisierung der physiologischen und pathophysiologischen Rolle von 
TRPV-Ionenkanälen sowohl auf zellulärer als auch auf systemischer Ebene. So konnte 
beispielsweise durch den spezifischen und potenten TRPV4-Inhibitor GSK2193874, welcher 
durch die Optimierung des Screeningtreffers SB-390570 entstand, die pathophysiologische 
Bedeutung von TRPV4-Ionenkanälen für die Genese des Lungenödems dargestellt werden. 
(Thorneloe 2012) Die gewonnenen Erkenntnisse bieten wiederum eine Basis für die 
Entwicklung neuer therapeutischer Ansätze für beispielsweise bisher noch nicht kausal zu 
therapierende Erkrankungen wie die DMD. 
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Die Ionenkanäle TRPV2, TRPV3 und TRPV4 sind an diversen physiologischen und 
pathologischen Vorgängen beteiligt, wodurch sie zu einer potentiellen pharmakologischen 
Zielstruktur werden. Zur Identifikation von Modulatoren mit einer erwünschten Wirkung an 
diesen Zielstrukturen, hat sich das Screening von Substanzbibliotheken bewährt, sodass auch 
wir auf diese Methode zurückgriffen. Die Substanzbibliothek Spectrum Collection umfasst 
neben 800 Naturstoffen und 160 Toxinen auch 1040 zugelassene oder klinisch geprüfte 
Medikamente, welche den Vorteil bieten, dass bereits Daten zur Pharmakokinetik und -dyna-
mik vorhanden sind. 
Für die Untersuchungen entstanden mittels Transfektion murine TRPV2-, TRPV3- und 
TRPV4-überexprimierende humane embryonale Nierenzelllinien (HEK293-Zellen). In die 
Parentalzelllinie wurden Vektoren eingebracht, welche neben einer für das jeweilige 
Kanalprotein codierenden Sequenz u.a. auch einen CFP-oder YFP-Tag aufwiesen. Diese 
Markierung ermöglichte eine Kontrolle der Expression und der subzellulären Lokalisation.  




Für die Aktivierung der Ionenkanäle benutzten wir die bereits etablierten Aktivatoren 2-
Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) für TRPV2 und TRPV3 sowie GSK1016790A für 
TRPV4. GSK1016790A nicht aber 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) ist ein spezifischer 
Aktivator für TRPV4. Für TRPV2 und TRPV3 waren zum Zeitpunkt der Untersuchungen nur 
unspezifische Aktivatoren verfügbar. 
Bei TRPV2, TRPV3 und TRPV4 handelt es sich um Kationenkanäle mit einer hohen Präferenz 
für Calciumionen, sodass sich die Nutzung von [Ca2+]i-Assays zur Untersuchung des 
modulatorischen Effekts der einzelnen Substanzen der Spectrum Collection nahe lag. Hierfür 
wurden die TRPV2-4 überexprimierenden Zellen mit den Indikatorfarbstoffen Fluo-4 bzw. 
Fura-2 beladen, welche in Abhängigkeit von der Calciumionenbindung verschiedene 
Fluoreszenseigenschaften aufweisen. Dieses ermöglicht es, einen Calciumioneneinstrom z.B. 
über TRPV2-4 indirekt mittels des Anstiegs der intrazellulären Calciumionenkonzentration und 
der damit einhergehenden veränderten Fluoreszenz der Indikatoren zu detektieren.  
Das Screening der Spectrum Collection lieferte 61 (TRPV2), 68 (TRPV3) und 28 (TRPV4) 
Substanzen mit aktivierendem bzw. inhibitorischem Effekt. Im Anschluss an das 
Primärscreening war die Durchführung eines Sekundärscreenings notwendig, um Substanzen, 
welche durch unspezifische Effekte wie beispielsweise physikalische Eigenschaften 
(Eigenfluoreszenz, Absorption) oder aber auch Zytotoxizität einen TRPV2-4 vermittelten 
Anstieg der [Ca2+]i imitierten. Hierbei wurde neben der Identifikation von Artefakten auch eine 
Auslese in Hinblick auf die Potenz der Substanzen vorgenommen. Am Ende dieses 
Selektionsprozesses standen Alverincitrat, Valdecoxib und Maprotilin. Es folgten weitere 
Untersuchungen zur Selektivität innerhalb der TRPV-Subfamilie. 
Alverincitrat ist ein nichtatropinerges Relaxans der glatten Muskulatur, welches in 
Großbritannien als Spasmolytikum u.a. zur Behandlung des Reizdarmsyndroms sowie der 
Dysmenorrhoe zugelassen ist. 
Alverincitrat zeigte einen blockierenden Effekt auf TRPV2 und TRPV4. Als halbmaximale 
inhibitorische Konzentration (IC50) wurde 21 µM für TRPV2 bestimmt. Da mit GSK1016790A 
ein selektiver Agonist von TRPV4 zur Verfügung stand, konnten für diesen weitere 
Untersuchung zur Spezifizierung des Wirkmechanismus vorgenommen werden. In quanti-
tativen Konzentrations-Wirkungsbeziehungen zeigte sich eine Abschwächung des inhibito-
rischen Effekts mit ansteigender Aktivatorkonzentration, woraus sich Anhaltspunkte für das 
Vorliegen eines zumindest partiell kompetitiven Antagonismus ergeben. 




Valdecoxib, welches als COX-2-Hemmer verbreitet als Analgetikum und Antiphlogistikum 
eingesetzt wird, fiel durch eine Blockierung des TRPV2-vermittelten intrazellulären 
Calciumionenanstiegs auf. Für Valdecoxib wurde eine halbmaximale inhibitorische 
Konzentration von 43,5 µM bestimmt.  
An TRPV3-Ionenkanälen hingegen zeigte sich eine Potenzierung des aktivatorinduzierten 
[Ca2+]i -Signals durch Valdecoxib. Aufgrund ihrer strukturellen Ähnlichkeit prüften wir, ob 
dieser konzentrationsabhängige Effekt auch durch andere COX-2-Hemmer, konkret Deracoxib 
und Rofecoxib, hervorgerufen werden kann. Für Rofecoxib wurde kein Einfluss auf TRPV3-
Ionenkanäle detektiert. Deracoxib führte zu einer im Vergleich zu Valdecoxib sogar noch 
stärkeren Potenzierung des 2-APB-getriggerten, TRPV3-vermittelten Anstiegs der [Ca2+]i. Nun 
stellte sich die Frage, inwiefern ein Wechsel des Aktivators einen Einfluss auf den poten-
zierenden Effekt dieser beiden Coxibe haben würde. Wir griffen hierfür auf die Monoterpene 
Carvacrol und Thymol zurück. Überraschender Weise zeigte sich hier eine Abschwächung der 
Monoterpen-getriggerten Aktvierung im Gegensatz zur Potenzierung der 2-APB-induzierten 
Aktivierung. 
Als nichtselektiver Monamin-Wiederaufnahme-Hemmer ist das tetrazyklische Anti-
depressivum Maprotilin seit ca. 30 Jahren zur Behandlung depressiver Erkrankungen 
zugelassen. Wir beobachteten eine Inhibierung der GSK1016790A-induzierten TRPV4-
Aktivierung durch Maprotilin.  
Darüber hinaus fiel im Rahmen von Kontrollmessungen ein unspezifischer Anstieg der [Ca2+]i 
in der Parentalzelllinie durch Maprotilin auf. Dieser war bereits von anderen Arbeitsgruppen 
u.a. in Glioblastomzellen beschrieben. (Hsu 2004) 
Zur Charakterisierung des Wirkmechanismus wurden für Maprotilin und Alverincitrat Konzen-
trations-Wirkungsbeziehungen angefertigt. Dort zeigte sich mit ansteigender 
Aktivatorkonzentration eine Erhöhung der IC50-Werte. Es bestehen somit Anhaltspunkte für 
einen kompetitiven Antagonismus der Substanzen an TRPV4-Ionenkanälen. Zur Sicherung 
dieser Hypothese bedarf es jedoch weiteren Bindungsexperimenten.    
Ein potentielles Einsatzgebiet eines TRPV4-Inhibitors wäre beispielsweise die überaktive 
Blase. Sowohl im murinen Blasenepithel als auch im Musculus detrusor vesicae wurde eine 
Expression von TRPV4 nachgewiesen. (Thorneloe 2008, Everaerts, Vriens 2010) 




Im Tiermodell konnte die Symptomatik einer überaktiven Blase durch den von uns eingesetzten 
Aktivator GSK1016790A im Wildtyp, nicht aber in TRPV4 defizienten Maus hervorgerufen 
werden. Somit wäre eine lokale intravesikuläre Applikation eines TRPV4-Inhibitors ein 
möglicher Therapieansatz für die überaktive Blase.  
Des Weiteren sind TRPV4-Ionenkanäle von pathophysiologischer Bedeutung für die 
Entstehung des Lungenödems. Es konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von TRPV4-
Ionenkanälen zu einer erhöhten Permeabilität des Lungenendothels führt. (Alvarez 2006) 
Außerdem wurde im Tiermodell der TRPV4-Inihibitors GSK2193874 erfolgreich zur 
Prävention und Therapie kardiogen bedingten Lungenödemes eingesetzt. (Thorneloe 2012) Zu 
Bedenken wären jedoch bei einem systemischen Einsatz unerwünschte Arzneimittelwirkungen 
aufgrund der multilokulären Expression und konsekutiven Beeinflussung verschiedener, teils 
lebenswichtiger physiologischer Prozesse. (Dietrich 2019) 
Ein TRPV2-vermitteleter Anstieg der [Ca2+]i trägt vermutlich zur Muskelzelldegeneration im 
Rahmen der Muskeldystrophie Duchenne bei. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass ein TRPV2-
Knockout in der mdx-Maus, welche das meist genutzte Tiermodell für die Muskeldystrophie 
Duchenne ist, mit einer Verbesserung der pathologischen Charakteristika einhergeht. (Iwata 
2009) Außerdem wurde beobachtet, dass die Inkubation der dystrophen Muskulatur mit dem 
TRPV2-Inhibitor SKF-96365 eine deutliche Reduktion der Muskelschwäche bewirkt. (Zanou 
2009) 
Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung von TRPV3-Ionenkanälen an der Pruritusentstehung als 
Symptom v.a. dermatologischer Erkrankungen, wie der atopischen Dermatitis. Dabei wird 
davon ausgegangen, dass die Aktivierung von TRPV3-Ionenkanälen über eine Freisetzung von 
Entzündungsmediatoren zur Sensitisierung der afferenten Nervenfasern und damit letztlich zur 
Pruritusentstehung führt. (Zhang 2015) Außerdem wiesen von der atopischen Dermatitis 
befallene Hautareale u.a. eine Überexpression von TRPV3-Ionenkanälen auf. (Bianchi 2012) 
Des Weiteren bewirkte die Gain-of-Function-Mutation TRPV3Gly573Ser eine Spontan-
entwicklung von Dermatitiden. (Yamamoto-Kasai 2013) Die Inhibierung von TRPV3-Ionen-
kanälen erscheint somit als möglicher Ansatzpunkt für die Therapie von Dermatiden und 
weiterer dermatologischer Erkrankungen wie dem Olmsted Syndrom. 
Die Ionenkanäle TRPV2, TRPV3 und TRPV4 sind von physiologischer bzw. 
pathophysiologischer Relevanz für den menschlichen Organismus und stellen somit eine 
geeignete pharmakologische Zielstruktur dar. Es sind zwar einige teils spezifische Aktivatoren 




und Blocker für TRPV2, TRPV3 und TRPV4 bekannt, diese sind jedoch bisher nicht zugelassen 
und damit nicht therapeutisch einsetzbar. Durch das Screening einer etablierten 
Substanzbibliothek identifizierten wir vier bereits zugelassene Pharmaka als Modulatoren 
dieser Ionenkanäle. Die von uns approximativ ermittelten IC50 bzw. EC50 liegen jedoch 
oberhalb der für diese Medikamente zulässigen Plasmakonzentrationen, wodurch ein 
systemischer Einsatz nicht möglich ist. Denkbar wäre eine Steigerung ihrer Potenz durch 
chemische Modifikation. Allerdings würde dies auch eine erneute Evaluation 
pharmakokinetischer und pharmakodynamischer Parameter bedingen. Eine lokale Anwendung 
wäre jedoch denkbar und weiter zu untersuchen.  
Neben dem therapeutischen Einsatz könnten die identifizierten Modulatoren auch zum 
Erstellen von Struktur-Wirkungsbeziehungen genutzt werden, durch die chemische 
Substrukturen ermittelt werden, welche für gewünschte sowie unerwünschte Wirkungen 
essentiell sind. 
Des Weiteren ist ein Einsatz der Modulatoren als zellbiologische Werkzeuge denkbar, wodurch 
neue Erkenntnisse über die physiologische und pathophysiologische Relevanz von TRPV2, 
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